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L'hypertrophie cardiaque, laquelle se traduit par l'augmentation de la taille des 
cardiomyocytes, est initialement reliée à des mécanismes physiologiques compensatoires 
qui progressent cependant vers des complications tels le remodelage cardiovasculaire et 
l'insuffisance cardiaque. L'hypertrophie peut cependant être bénéfique pour la fonction 
cardiaque, mais les connaissances actuelles sur les voies de signalisation intracellulaires ne 
permettent pas de dissocier clairement les mécanismes moléculaires impliqués dans 
l 'hypertrophie cardiaque de nature pathologique ou physiologique. Le facteur de 
transcription GAT A4 est un régulateur clé du développement cardiaque et il est également 
essentiel à la réponse adaptative du cœur tàce au stress, associée à l 'hypertrophie et la 
survie des cardiomyocytes. Des travaux antérieurs de notre laboratoire nous ont permis 
d'identifier in vitro différentes régions fonctionnelles de la protéine GATA4 reliées à la 
régulation transcriptionnelle de gènes hypertrophiques comme l'ANP, le BNP et a-IB-
MHC. Dans la présente étude, nous avons utilisé la technique de transfert de gènes via des 
vecteurs d'expression adénoviraux pour établir l'implication de certains domaines 
fonctionnels de la protéine GATA4 dans l'hypertrophie et l'apoptose des cardiomyocytes. 
De plus, nous avons évalué les effets de la surexpression de PEXI, un cotàcteur de 
GATA4, également effecteur de la réponse hypertrophique des cardiomyocytes. Il a été 
trouvé que le domaine de transactivation N-terminal de GA TA4 est essentiel pour la 
réorganisation cytosquelettique. Aussi, les sites de phosphorylation et d'interaction aux 
MAPK SI 05 et FI08, respectivement, semblent participer à la réponse hypertrophique, 
mais ils sont principalement requis pour la survie cellulaire. De plus, les résultats de cette 
étude suggèrent que PEXI possède un rôle d'activateur transcriptionnel clé dans 
l'hypertrophie et la survie des cardiomyocytes, et que son activité est intimement liée à 
celle de GATA4. Ce travail aura donc identifié et caractérisé un nouveau régulateur de la 
fonction cardiaque. Par conséquent, les travaux effectués dans le cadre de ce mémoire on 
contribué à améliorer la compréhension des mécanismes transcriptionnels impliqués dans la 
reprogrammation génétique de l'hypertrophie cardiaque et la survie des cardiomyocytes, ce 
qui pourrait éventuellement mener au développement d'approches préventives et/ou 
thérapeutiques pour contrer certaines maladies cardiovasculaires. 
Mots-clés: adénovirus, apoptose, cardiomyocytes, GAT A4, hypertrophie cardiaque, 
MAPK, PEXI, survie cellulaire. 
IV 
Abstract 
Cardiac hypertrophy, which is charaterized by increased cardiomyocytes size, is 
primarly related to different compensatory physiological mecanisms progressing into 
different cardiac diseases, such as cardiovascular remodeling and heart failure. Despite the 
fact that hypertrophy can be beneficial for heart function, actual knowledge conceming 
intracellular signaling pathways doesn't allow a clear dissociation of molecular mecanisms 
implicated either in physiological or pathological cardiac hypertrophie responses. The 
transcription factor GAT A4 is a key regulator of cardiac development and has also been 
considered essential for cardiac adaptative responsiveness toward stress, throughout 
hypertrophy and cardiomyocytes survival. Reports from our laboratory helped us to map, in 
vitro, different functional regions of GAT A4 related to transcriptional upref,'Ulation of 
hypertrophie genes expression such as ANP, BNP and a-/~-MHC. The gene transfer 
technique mediated by adenoviral expression vectors has been used to detennine whether 
functionnal domains of GAT A4 protein are implicated in myocytes hypertrophy and 
apoptosis. Furthennore, we evaluated PEXI overexpression effect on cardiomyocytes 
hypertrophy, a novel transcription factor also considered as a GAT A4 co factor. We 
principally found that GA T A4 N-tenninal transactivation domain is essential for 
cytoskeletal reorganization. According to our results, MAPK phosphorylation and 
interaction sites SI 05 and FI08, respectively, seem to participate in hypertrophie response, 
but are mainly required for cell survival. Moreover, this study suggests that PEXI, whose 
activity is intimately related to GA TA4, would be a key transcriptional activator of 
cardiomyocytes hypertrophy and survival. This work identifies and characterizes a novel 
regulator of cardiac function. Therefore, the advances of this report increase the actual 
knowledge related to transcriptional mecanisms implicated in genetic reprogramming of 
cardiac hypertophy and cardiomyocytes survival, which could eventually lead to the 
development of preventive and/or therapeutic approaches to counteract cardiovascular 
diseases. 
Keywords : adenovirus, apoptosis, cardiac hypertrophy, cardiomyocytes, cell survival, 
GATA4, MAPK, PEX1. 
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION 
Chez les mammifères, le myocarde subit une croissance hypertrophique lors de la 
maturation postnatale, caractérisée par une augmentation de la taille, mais non le nombre 
des cellules myocytaires (Lorell et Carabello 2000). Cette hypertrophie est la réponse 
normale des cardiomyocytes différentiés aux stimuli de croissance, qu'ils soient de nature 
physique/mécanique ou hormonale. Ce genre de croissance trophique est également observé 
en réponse à l'exercice ou la grossesse et ne représente pas un phénomène nuisible pour le 
coeur. En effet, un conditionnement aérobique extensif lors de l'exercice soutenu induit un 
état de croissance physiologique au niveau du ventricule gauche (McMullen et Jennings, 
2007). Les hypertrophies développementale et physiologique sont caractérisées par une 
croissance du septum et de la paroi ventriculaire qui concorde avec l'augmentation des 
dimensions de la chambre, amenant comme résultat une hypertrophie de type excentrique 
(figure 1), bénéfique pour la fonction cardiovasculaire (Heineke et Molkentin, 2006). 
D'autre part, des stimuli associés au stress ou à certaines maladies cardiovasculaires 
induisent initialement une hypertrophie adaptative, laquelle se traduit par l'augmentation de 
la taille des myocytes, qui est un moyen d'augmenter la capacité du cœur à pomper le sang 
et de diminuer la tension au niveau de la paroi ventriculaire (Gupta et al. 2007). On parle 
alors d'une hypertrophie pathologique (ou compensatoire) qui est associée au remodelage 
ventriculaire sous l'influence d'altérations de la matrice extracellulaire, affectant la fonction 
cardiaque et l'utilisation énergétique (Lorell et Carabello 2000). En effet, on assiste à 
l'accroissement de l'épaisseur des parois ventriculaires sans toutefois augmenter les 
2 
dimensions de la chambre, entraînant ainsi une hypertrophie de type concentrique (figure 1 ; 
Heineke et Molkentin 2006). Les effets immédiats de l'hypertrophie peuvent paraître 
bénéfiques à court terme, mais ils mènent ultimement à l'augmentation de l'apoptose des 
cardiomyocytes et à l'apparition de nécrose tissulaire, prédisposant ainsi les individus à la 
défaillance cardiaque, aux arythmies et à la mort soudaine (Clerk et al. 2007; Heineke et 
Molkentin, 2006). 
Infarctus du myocarde 
Cardiomyopathies dilatées 
Dilatation cardiaque 
_ongueur des myocytes », Largeur des myocytes 
Fibrose étendue 
Mort des myocytes 
Dysfonaion cardiaque avancée 
VD Coeur normal 
Hypertension chronique 
Sténose des valves aortiques 
1 !
Hypertrophie pathologiaue 
f _ongueur des myocytes < T ...argeur des myocytes 
Fibrose 
Peut mener à la dysfonction cardi~que 
Figure 1. Les divers types d'hypertrophie cardiaque 
Hypertrophie physiologique 
-; Longueur des myocytes :> r Largeur des myocyte, 
Pas de fibrose 
Pas de dysfonction cardiaque 
Illustration des voies d'induction du remodelage ventriculaire montrant l'aspect des parois 
ventriculaires du cœur normal comparativement à l'hypertrophie physiologique et 
pathologique, ainsi qu'à la dilatation cardiaque. 
VD. ventricule droit: VG. ventricule gauche 
(image modifiée de Heineke et Molkentin. 2006) 
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1.1 Réponse génétique du cœur à la surcharge cardiaque 
Les maladies cardiovasculaires demeurent la principale cause de mortalité dans les 
pays occidentaux et l'insuffisance cardiaque est souvent la cause directe du décès. Cette 
dernière se définit comme étant la défaillance du cœur à pomper adéquatement le sang en 
réponse à la demande systémique (Heineke et Molkentin, 2006). L'insuffisance cardiaque 
peut être induite par différentes maladies incluant: l'hypertension artérielle, l'infarctus du 
myocarde, l'ischémie associée aux maladies coronariennes, l'insuffisance et la sténose 
valvulaire, les myocardites, les malformations congénitales, les cardiomyopathies 
hypertrophiques familiales, les cardiomyopathies hypertrophiques dilatées et les 
cardiomyopathies diabétiques (Lips et al. 2003; Gupta et al, 2007). Après l'infarctus du 
myocarde (lM), on assiste au remodelage cardiovasculaire, duquel fait partie l'hypertrophie 
cardiaque pathologique. L'ampleur du remodelage est proportionnelle à la masse du 
myocarde ayant subi un infarctus, à la perméabilité de l'artère reliée à l'lM et aux 
conditions de chargement du ventricule (PfetTer et al. 1991). La réponse suite à l 'lM peut 
être divisée en remodelage précoce (premiers 3 jours) et tardif(> 3 jours). La phase précoce 
se produit principalement en périphérie et à l'intérieur des zones affectées par l'infarctus. Le 
remodelage tardif, lui, englobe les changements de la géométrie et de la taille du ventricule 
gauche entier (Tiyyagura et Pinney 2006). 
fi a été mentionné précédemment que la cardiomyopathie dilatée (CMD) est 
répertoriée comme une source majeure de l'insuffisance cardiaque et elle est considérée 
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comme une des causes principales de la mort reliée aux maladies cardiaques (Lips et al. 
2003 ; Karkkainen et Peuhkurinen, 2007). La CMD est un désordre myocardique caractérisé 
par la dilatation du ventricule gauche ou des deux ventricules et par une fonction systolique 
altérée (Richardson et al. 1995). Elle est reconnue pour être la cardiomyopathie la plus 
commune représentant environ 60% de toutes les cardiomyopathies (Karkkainen et 
Peuhkurinen, 2007). Jusqu'à ce jour, plusieurs gènes ont été associés à des mutations reliées 
aux CMD, entraînant subséquemment l'altération de la structure des protéines. Les 
mutations associées à cette maladie ont été détectées dans les gènes codant pour le 
sarcomère, le cytosquelette et les protéines nucléaires, aussi bien que pour les protéines 
impliquées dans la régulation du métabolisme du calcium. Malgré cela, ces mutations 
n'expliquent qu'une minorité de l'étiologie des cardiomyopathies dilatées (Muntoni et al. 
1993 ; Bienengraeber et al. 2004). En etIet, les mécanismes par lesquels certaines mutations 
entraînent l'insuffisance cardiaque clinique demeurent complexes et ne sont pas encore 
totalement résolus. Une meilleure compréhension de l'arrière-fond génétique des patients et 
des mécanismes causant la maladie pourrait aider à cibler des traitements qui pennettraient 
d'améliorer la fonction cardiaque des patients atIectés. 
Les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la réponse 
hypertrophique des myocytes cardiaques ont fait l'objet d'une multitude de recherches 
durant les dernières décennies. Le développement de l'hypertrophie peut être induit dans le 
cœur adulte, en réponse à différents stimuli mécaniques, hémodynamiques, 
neurohormonaux et pathologiques (Hunter et Chien 1999). Les voies signalétiques 
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impliquées dans l'hypertrophie cardiaque sont très complexes et mettent en action les 
cascades de transduction de signal des protéines kinases, qUI activent ultimement les 
facteurs nucléaires permettant l'expression des gènes reliés à l'hypertrophie cardiaque. Une 
stimulation de l'hypertrophie physiologique démontre l'augmentation de l'expression des 
gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la structure cellulaire, la signalisation 
intracellulaire, la synthèse protéique et le métabolisme (Friddle et al. 2000 ; Kong et al. 
2005). Les stimuli de nature pathologique, eux, sont plutôt associés à l'augmentation de 
l'expression des gènes impliqués dans l'inflammation, la cicatrisation, les protéines 
structurales, le métabolisme et la survie (Kong et al. 2005). 
Les études dans les modèles animaux ont permis de révéler d'importants médiateurs 
de l'hypertrophie cardiaque comme les protéines kinases mitogéniques (MAPK), les kinases 
de la voie phosphatidylinositol-3(PI3K)/ AKT ou la protéine kinase C (PKC) qui sont tous 
médiateurs des voies de signalisation cellulaires hypertrophiques (Heineke et Molkentin, 
2006). La régulation de la transcription génétique découlant de ces voies, nécessite une 
machinerie transcriptionnelle complexe mettant en jeu différents facteurs de transcription 
tels que GATA4, SRF (serum response fàctor) , MEF2, PEX1 ou NFATc (Molkentin et al. 
1998 ; Charron et al. 1999 ; Morin et al. 2000 ; Morin et al. 2001 ; Debrus et al. 2005). 
Plusieurs des effecteurs signalétiques impliqués dans la régulation de l'hypertrophie 
cardiaque ont été identifiés dans les cardiomyocytes de rats néonataux, un modèle qui a été 
grandement utile pour analyser les mécanismes de croissance cardiaque et l'expression des 
gènes du cœur. L'hypertrophie des myocytes cardiaques est entre autres associée à la ré-
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expression de gènes qui sont exprimés durant le développement embryonnaire, e.g. l'actine 
squelettique (a-SkA), les chaînes lourdes de myosine-a/-~ (a-/~-MHC) et les peptides 
natriurétiques (Clerk et al. 2007). Ces derniers, principalement l'ANP et BNP, sont 
grandement sécrétés par le cœur, et leur découverte a permis de mieux caractériser les 
mécanismes responsables des étapes initiales de la reprogrammation génétique associée à 
l'hypertrophie cardiaque (Temsah et Nemer 2005). 
1.2 Peptides natriurétiques 
Les peptides natriurétiques sont des hormones endogènes qui sont relâchées par le 
cœur en réponse, entre autres, à l'étirement et la surcharge du myocarde et sont reconnus 
pour leurs eflets vasodilatateurs sur le système cardiovasculaire (Lee et Burnett, 2007). Ils 
permettent la natriurèse, un processus d'excrétion des liquides s'apparentant grandement à 
la diurèse, impliquant l'élimination massive des ions sodiques (McDonough et al. 2003). 
Les peptides natriurétiques possèdent la capacité d'induire ce phénomène par l'inhibition 
directe de l'absorption du sodium dans le conduit collectif rénal. L'effet natriurétique 
provient également de l'augmentation de la filtration glomérulaire au niveau des reins, ainsi 
que de l'inhibition de la production et la sécrétion d'aldostérone. Par ailleurs, les peptides 
natriurétiques peuvent contrecarrer le système rénine-angiotensine-aldostérone (Chen et 
Burnett, 2000 ; Woods, 2004) et l'on observe leur augmentation lors d'hypertension sévère, 
d'un arrêt cardiaque congestif ou d'une défaillance rénale chronique (Cho et al. 1999; Kjaer 
et Hesse, 2001). 
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1.2.1 Familles et récepteurs 
Jusqu'à maintenant, trois peptides natriurétiques ont été caractérisés chez les 
mammifères: l'ANP, le BNP et le CNP (Levin et al. 1998). Les peptides natriurétiques 
partagent un motif structural commun comportant une boucle de 17 acides aminés, formée 
par un pont di sulfure entre deux résidus cystéines (Yandle, 1994). Le peptide natriurétique 
auriculaire (ANP) dérive d'un précurseur nommé préproANP qui contient 149-152 acides 
aminés dépendamment de l'espèce. Chaque polypeptide préproANP est acheminé, suite à 
différents clivages, aux granules sécrétoires auriculaires, principal site d'entreposage du 
proANP 1-126. L'hormone est finalement fractionnée en fragments aminoterminaux duquel 
est relâché l'ANP I-28 , le peptide carboxy-tenninal biologiquement actif (Thibault et al. 
1985). Les peptides BNP (brain natriuretic peptide) et CNP (C-type natriuretic peptide) ont 
été initialement isolés du cerveau de porc (Sudoh et al. 1988; Sudoh et al. 1990), mais il a 
été reporté que leur production se fait principalement au niveau des cellules cardiaques et 
endothéliales, respectivement (Minamino, al. 1988; Suga et al. 1992). Les ARNm de BNP 
et CNP sont également traduits en préproBNP et préproCNP, subissant aussi une série de 
clivages, qui mènent à la forme biologiquement active (Lee et Burnett, 2007). 
Les effets biologiques des peptides natriurétiques sont médiés par des récepteurs 
membranaires. Trois sous-types de récepteurs ont été décrits: NPRA, NPRB et NPRc 
(Maack, 1992; Levin et al. 1998). Les récepteurs de type A et B sont couplés à la guanylyl-
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cyclase et sont responsables de l'action biologique des peptides natriurétiques. L'ANP et le 
BNP possèdent une plus grande affinité pour le récepteur de type A, tandis que le CNP, 
pour le type B (Jamison et al. 1992). Le récepteur de type C, lui, peut lier les trois peptides 
natriurétiques et n'est pas couplé à la guanylyl-cyc1ase. Sa principale fonction serait de 
retirer les peptides natriurétiques de la circulation, travaillant conjointement avec les 
endopeptidases neutres (NEP) pour leur dégradation (Lee et Burnett, 2007). 
1.2.2 Régulation transcriptionnelle de l 'A NP/BNP dans la croissance cardiaque 
Dans le cœur adulte, l'ANP est principalement synthétisé dans les myocytes des 
oreillettes, mais on le retrouve aussi en petite quantité dans les myocytes ventriculaires, i. e. 
de 0,5 à 3 % de la quantité dans les oreillettes (Nemer et al. 1984). Chez les mammifères, 
l'expression de l'ANP dans les oreiJlettes augmente tout au long du développement 
embryonnaire et reste élevée durant le développement postnatal. Les myocytes 
ventriculaires, au contraire, contiennent des quantités substantielles d'ANP qui diminuent 
rapidement, immédiatement après la naissance. Le BNP, quant à lui, est exprimé au même 
niveau dans les oreillettes et les ventricules (Dagnino et al. 1991). À la suite d'une 
hypertrophie déclenchée par un stress mécanique ou neurohormonal, l'expression 
ventriculaire de l'ANP et le BNP augmente considérablement. Cette réponse compensatoire 
fait partie du mécanisme de contre-régulation par lequel les peptides exercent leur effet 
vasodilatateur. À la longue, les mécanismes de compensation induisent une hypertrophie de 
type pathologique marquée par l'augmentation de la synthèse des protéines et de la taille 
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des cardiomyocytes ainsi que par l'activation de plusieurs gènes précoces immédiats et 
fœtaux (Rosenkranz et al. 2002). L'expression de l'ANP et du BNP est donc un marqueur 
spécifique de la réponse hypertrophique (Knowlton et al. 1991). De plus, l'augmentation 
des facteurs natriurétiques pourrait avoir un effet bénéfique entre autres en inhibant la 
croissance des fibroblastes et l'hypertrophie des cardiomyocytes grâce à leurs effets 
antagonistes du système rénine-angiotensine-aldostérone (Cao et Gardner, 1995). 
Il a été démontré que les peptides natriurétiques précurseurs de l'ANP et du BNP, 
NPPA et NPPB respectivement, sont situés sur le même chromosome chez la souris (chr4) 
et chez l'humain (chrl) (Huang et al. 1996 ; Tamura et al. 1996). En effet, on les retrouve 
tous deux sur la partie distale de l'appendice court du chromosome 1 (1 p36) chez l' humain, 
à environ 50 Kpb l'un de l'autre (figure 2A ; Arden et al. 1995). La proximité des gènes des 
deux peptides natriurétiques cardiaques doit permettre, par des éléments régulateurs 
communs putatifs, d'activer la transcription des deux gènes. L'expression des gènes de 
l'ANP et du BNP est modulée par différents facteurs spatiaux, développementaux et 
hormonaux, principalement situés au niveau transcriptionnel. Les promoteurs de ces 
peptides ont été grandement utilisés comme modèles pour l'étude de la transcription 
spécifique au cœur. En effet, des analyses structurales et fonctionnelles de ces promoteurs 
ont révélé la présence d'éléments hautement conservés, agissant en cis, contenant des motifs 
permettant la liaison du facteur de transcription GAT A4, un régulateur clé de l'activité 
transcriptionnelle reliée au développement et à la croissance cardiaque (figure 2B ; Temsah 
et Nemer, 1995). 
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On retrouve deux sites GA TA à -120 pb et -280 pb sur le promoteur de l' ANP et un 
site de faible at1inité à -101 pb. Celui du BNP contient trois éléments de liaison GATA, 
dont un est situé à -30 pb et deux autres sites adjacents à -90 pb (Temsah et Nemer, 1995). Il 
a été trouvé que GAT A4 possède un effet stimulateur sur les deux gènes, et, une diminution 
du niveau de la protéine GAT A4 entraîne la réduction de la transcription de l' ANP et du 
BNP dans les cellules cardiaques, indiquant que les deux gènes sont des cibles directes de 
GATA4 (Charron et al. 1999). Bien qu'en général, l'ANP et le BNP répondent, tant au 
niveau transcriptionnel, tniductionnel que sécrétoire, à une variété d'agonistes d'une 
manière très similaire, on observe que la régulation de ces peptides n'est pas toujours 
coordonnée. Lors d'un infàrctus du myocarde aigu, une induction rapide du gène de BNP 
est notable lors des phases précoces, tandis que des changements mineurs sont détectables 
pour l'ANP (Handford et al. 1994). Toutefois, les peptides natriurétiques sont d'importants 
marqueurs de la réponse pathologique du cœur et leurs gènes font partie de l'éventail des 
gènes cibles activés par les effecteurs nucléaires reliés aux cascades intracellulaires de 
l'hypertrophie cardiaque. 
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Figure 2. Loci des gènes de l'ANPIBNP chez l'humain et organisation stucturale de 
leurs promoteurs 
A. Schématisation de la région chromosomique 1 p36.2 contenant le locus de NPPA et de 
NPPB, illustrant leur organisation génomique. B Organisation structurale des promoteurs 
des gènes des peptides natriurétiques cardiaques ANP et BNP. Identifiés ci-haut, les 
éléments confirmés, agissant en cis, pour lesquels les tàcteurs apparentés, agissant en trans, 
ont été identifiés. 
(Image modifiée de Temsah et Nemer, 2005) 
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1.3 Les voies de signalisation dans l'hypertrophie cardiaque 
L'hypertrophie cardiaque pathologique peut être induite par une variété de maladies 
comme l'hypertension ou autres désordres vasculaires, l'infarctus du myocarde ainsi que 
par des désordres valvulaires et endocriniens (Rosenkranz et al. 2002). Elle est initialement 
une réponse bénéfique qui normalise le stress des parois du cœur et permet le maintien de la 
fonction cardiaque, mais son prolongement mène généralement à l'insuffisance cardiaque et 
à la mort (Heineke et Molkentin, 2006). Il est donc important de comprendre les 
mécanismes précis des médiateurs de l'hypertrophie cardiaque. Le phénotype 
hypertrophique des cardiomyocytes est amorcé par des facteurs endocrines, autocrines et 
paracrines qui stimulent les récepteurs membranaires. Leur activation met en place des 
voies de signalisation cytoplasmiques qui régulent l'activité de facteurs de transcriptions 
contrôlant l'expression des gènes (Molkentin et Dom II, 2001). Bien que plusieurs voies de 
transduction de signal impliquées dans l'hypertrophie aient été caractérisées, la complexité 
de leur interaction n'est pas encore assez bien élucidée pour permettre le développement 
d'approches préventives ou thérapeutiques précises (Zou et al. 2002). Plus particulièrement, 
les rôles des différentes cascades dans l'initiation de la réponse hypertrophique, du maintien 
de la réponse ou de la transition vers la défaillance cardiaque ne sont pas encore bien 
définis. De plus, il n'est pas clair encore, lesquelles des voies sont activées de manière 
primaire ou compensatoire, ainsi que leur impact sur les différents processus associés à 
l'hypertrophie. 
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1.3.1 Rôle des récepteurs adrénergiques et autres hormones dans le cœur 
Le système neurohormonal joue un rôle important et exerce une influence majeure 
sur l'homéostasie cardiovasculaire, incluant la fonction cardiaque et le contrôle de la 
pression artérielle (Piano et al. 1998). La réponse à l'activation du système nerveux 
sympathique met en action plusieurs effecteurs telles les catécholamines, la norépinéphrine 
(NE), ainsi que l' épinéphrine et est régulée par différents sous-types de récepteurs 
adrénergiques, appartenant aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Esler et al. 
1997; Salazar et al. 2007). Les récepteurs adrénergiques a '/2 et ~ 1/2/3 possèdent différents 
effets physiologiques qui engendrent des voies de signalisation distinctes au niveau 
cellulaire (Hadcock et Malbon, 1993 ; Drazner et al. 1997). Dans les myocytes cardiaques, 
on retrouve majoritairement les récepteurs a, (A, B et D) et ~ (1, 2 et 3) (Stewart et al. 1994 
; Sucharov, 2007). Les récepteurs ~, eux, sont principalement responsables de la pulsation et 
de la contractilité du cœur via l'activation de l'adénylate cyclase (AC), des protéines 
kinases A (PKA) et des MAPK (Keys et Koch, 2004). Toutefois, la stimulation a,-
adrénergique peut également stimuler la contractilité du myocarde, mais elle est plus 
souvent associée à la synthèse protéique et à la croissance cellulaire via les voies Ras (ERK, 
extracellular signal regulated kinase) et PI3K (Ardati et Nemer, 1993 ; Keys et Koch, 
2004). Autant dans les modèles in vivo qu'in vitro, une stimulation par diftërents agonistes 
a, et ~ mène à l 'hypertrophie cardiaque, activant la transcription de gènes comme l'ANP et 
le BNP (Hanford et al. 1994; Zimmer et al. 1997; Rapacciuolo et al. 2001). 
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Les altérations dans la signalisation adrénergique sont responsables de plusieurs 
maladies cardiaques. Celles qui prennent place dans le système relié aux récepteurs ~­
adrénergiques lors de la défaillance cardiaque sont les mieux caractérisées (Sucahrov, 
2007). La surexpression spécifique au cœur, sous l'influence du promoteur a-MHC, des 
récepteurs ~2-adrénergiques dans les modèles in vivo améliore la fonction cardiaque en 
l'absence d'agoniste, tel que l'isoprotérénol, comparativement aux souris du type sauvage. 
Ceci se manifeste par une meilleure contractilité et pulsation cardiaque dès la naissance, 
engendrant ainsi un minimum de pathologies lors de la croissance (Milano et al. 1994a). Par 
contre, la surexpression des récepteurs ~l-adrénergiques, sous l'influence du promoteur a-
MHC dans des souris transgéniques, montre un phénotype de cardiomyopathie dilatée et 
d'insuffisance cardiaque avec un remodelage ventriculaire significatif et un état de fibrose 
avancée, même chez les jeunes souris (Engelhardt et al. 1999). Des souris knock-out (KO) 
des récepteurs ~ 1- et/ou ~2-adrénergique montrent une atténuation significative des 
fonctions physiologiques basales comme la pression sanguine, la pulsation cardiaque et le 
taux métabolique (Rohrer et al. 1999). 
Au nIveau des récepteurs al-adrénergiques, plusieurs études avec des souns 
transgéniques ont également été effectuées. La surexpression d'une forme constitutivement 
active du récepteur alB-adrénergique au niveau du cœur chez la souris entraîne une 
augmentation de 62% de la taille moyenne des myocytes ventriculaires. De plus, on 
retrouve chez ces souris une augmentation de l'expression de l' ANP ventriculaire, de la 
signalisation associée à la Gaq/phospholipase C (PLC), ainsi que des niveaux basaux du 
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diacylglycérol et de l' inositol phosphate (Milano et al. 1994b ; Harisson et al. 1998). Chez 
la souris, la délétion des récepteurs a'A- et alO-adrénergiques entraîne principalement une 
diminution de la pression sanguine au repos (Rokosh et Simpson, 2002 ; Tanoue et al. 
2002). Pour celles qui n'expriment pas le récepteur alB-adrénergique, aucune variation de la 
pression sanguine au repos n'a été observée. Toutefois, la réponse de la pression sanguine et 
de la contraction aortique face à la phényléphrine (PE), un agoniste al-adrénergique, est 
significativement diminuée par rapport aux souris du type sauvage (Cavalli et al. 1997). 
Outre la stimulation adrénergique, il existe d'autres peptides importants pour la 
fonction cardiaque qui possèdent leurs propres récepteurs. L' endothéline-1 (ET -1) participe, 
entre autres, à la régulation de l'homéostasie cardiovasculaire en tant que facteur humoral 
local. Principalement sécrété par l'endothélium vasculaire, l'ET -1 possède un rôle 
physiologique dans la fonction contractile en exerçant un effet inotropique positif sur le 
cœur (Brunner et al. 2006). De plus, l'ET-l est relié à la croissance en induisant 
l'hypertrophie des cardiomyocytes via l'activation de la PLC, la protéine kinase C et les 
protéines ERK-1 et -2 (Sugden, 2003). Plusieurs études décrivent les actions biologiques de 
l'ET-1 sous une perspective principalement physiopathologique. Néanmoins, la formation 
de l'ET-1 est activée transitoirement lorsque le cœur s'adapte à l'augmentation de la 
postcharge pathologique, apparaissant ainsi comme une réponse adaptative utile pour la 
fonction cardiaque (Brunner et al. 2006). 
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Le système rénine-angiotensine-aldostérone et son peptide effecteur prImaIre, 
l'angiotensine II (Ang II), sont également associés aux mécanismes compensatoires 
répondant à l'augmentation de la charge hémodynamique (Lijnen et Petrov, 1999). En effet, 
l'Ang Il, principalement synthétisée dans le myocarde, stimule la réponse hypertrophique 
des myocytes ainsi que la prolifération des fibroblastes et plusieurs études associent son 
action à l'insuffisance cardiaque, de même que l'infarctus du myocarde (Dostal, 2000). Les 
actions de l' Ang II incluent la vasoconstriction, le remodelage cardiaque, la fibrose, la 
génération de l'endothéline et l'activation sympathique (Unger et Li, 2004). Des 
médicaments ont été élaborés pour bloquer la formation de l'Ang Il par l'inhibition de 
l'enzyme de conversion de l' Ang II et d'autres pour empêcher la liaison de l' Ang II aux 
récepteurs Ang II de type-l (ATIR) (Zhu et al. 2003). Dans les modèles in vivo et in vi/ra, 
on observe entre autres une augmentation de l'activité des protéines kinases ERK et p38 
dans les cardiomyocytes stimulés par l'Ang II (Zhu et al. 2003), faisant de ce peptide un 
agoniste d'intérêt pour l'étude des voies intracellulaires signalétiques reliées à 
l' hypertrophie cardiaque. 
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1.3.2 Signalisation couplée aux récepteurs des protéines G 
À la base, les cascades signalétiques intracellulaires sont médiées par des récepteurs 
membranaires qui permettent l'activation de différentes voies métaboliques. En réponse à la 
liaison d'un agoniste à un certain type de récepteur transmembranaire, associé à des 
protéines G hétérodimériques, on assiste à la transmission de signaux activateurs ou 
inhibiteurs des voies intracellulaires. Ce type de récepteur fait partie de la plus grande 
famille de récepteurs membranaires cellulaires, soit les récepteurs couplés aux protéines G 
(RCPG) (Gether, 2000). Les protéines G possèdent la capacité de lier le guanosine j'-
triphosphate (GTP), une coenzyme de transfert de !:,Tl'oupement phosphate, essentielle pour 
l'activation des voies de signalisation et plusieurs mécanismes cellulaires (Palczewski, 
1997). Les récepteurs couplés aux protéines G sont constitués d'une longue chaîne d'acides 
aminés avec un domaine N-tenninal extracellulaire, sept domaines transmembranaires et un 
domaine C-tenninal intracellulaire (Gether, 2000). 
1.3.2.1 Protéines G et signalisation intracellulaire 
Au niveau du myocarde, on reconnaît quatre sous-classes de protéines G qui jouent 
un rôle déterminant: Gas, Ga12/13, Gai et Gaq. La fixation d'un agoniste à son récepteur 
active ainsi les événements intracellulaires par la dissociation de ces protéines G trimériques 
(apy) en sous-unités Ga et GPy grâce au transfert de GTP sur la sous-unité Ga (figure 3). 
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Dissociées, ces sous-unités modulent plusieurs effecteurs en aval comme l' AC (Gas et Gai) 
et certaines isofonnes de la phospholipase C (Gaq) (Neves et al. 2002). La sous-unité 
GPy possède aussi une fonction importante dans la communication du signal dans certaines 
voies telle la capacité d ' activation des phosphatidylinositol-3 kinases (PI3K), des MAPK 
via la petite protéine G Ras et Rho, ainsi que d'autres seconds messagers impliqués dans la 
fonction cardiaque (Jones et al. 2004). Les protéines G possèdent un rôle direct dans 
l' induction de la réponse hypertrophique des cardiomyocytes ventriculaires. 
GDP 
Figure 3. Récepteur couplé aux protéines G. 
Le récepteur transmembranaire (R) est couplé aux trois sous-unités de la protéine G (a, p et 
y). Lors du transfert d'un groupement phosphate sur la sous-unité a, par la conversion du 
GTP en GOP, on assiste à la dissociation du complexe du récepteur et des sous-unités. Dans 
ce schéma, la sous-unité a (s ou i) interagit ensuite avec l' adénylate cyclase (AC) et la sous-
unité py agit au niveau de la membrane pour l'activation d'autres kinases (e.g. voie PI3K). 
(image modifiée de Firestein. 2001) 
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La voie des protéines Gas est sans contredit la plus étudiée de toutes les protéines G 
et ce, depuis environ 40 ans. Les Gas, exprimées de manière ubiquitaire, permettent la 
transmission du signal en réponse à l'activation des récepteurs ~-adrénergiques. La sous-
unité Gas se lie au GTP et stimule l'AC (figure 3), entraînant une augmentation de 
l'adénosine 3',5'-monophosphate cyclique (AMPc) et l'activation de PKA. Il a été trouvé 
que le second messager AMPc entraînerait entre autres, l'activation de la petite protéine G 
Rap qui active à son tour le module de signalisation des MAPK , une famille de protéines 
kinases d'une importance majeure pour la croissance cellulaire et l'hypertrophie cardiaque 
(Salazar et al. 2007). 
On retrouve aussi les Gal2/13 s'apparentant grandement aux Gas, mais qui sont 
encore très peu caractérisées (Neves et al. 2002). Elles activeraient la petite protéine G Rho, 
responsable de plusieurs réponses cellulaires. Entre autres, elles auraient un rôle dans la 
réorganisation cytosquelettique, la croissance cellulaire et l'apoptose (Kurose, 2003). Des 
études suggèrent également la contribution de Gal2113 dans l'hypertrophie cardiaque induite 
par la voie al-adrénergique, en relation avec les c-Jun-NH2 terminal kinase (JNK), une 
MAPK effectrice de la réponse hypertrophique (Arai et al. 2003). 
Les Gai, elles, sont couplées aux récepteurs cholinergiques ainsi qu'aux a2-
adrénergiques et agissent de façon contraire aux Gas. En effet, l'activation de Gai inhibe 
l'activité de AC myocardique, entraînant une réduction de la production de l'AMPc. Ceci 
mène à l'inhibition de la PKA, ce qui diminue le transport calcique membranaire et 
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empêche la phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription servant d'effecteurs 
nucléaires (Wehrens et Marks, 2004). Aussi, la régulation muscarinique cholinergique de 
l'activité stimulatrice du cœur se produit par le couplage des récepteurs M2-muscariniques 
avec Gai, relâchant l'unité GPy qui active les canaux potassiques (Neves et al. 2002). 
Les Gaq sont étroitement liées aux récepteurs AT 1 R, ET -1 et a-adrénergiques 
(Neer, 1995). Elles sont médiatrices de l'activation des isoformes p de la PLC qui 
permettent l'hydrolyse du phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate (PIP2), responsable de la 
fonnation de deux seconds messagers importants dans les cascades de signalisation (Neves 
et al. 2002). D'une part, on obtient l'inositol triphosphate (IP3) qui déclenche le relâchement 
du calcium intracellulaire au niveau du réticulum endoplasmique et d'autre part, le 
diacylglycérol (DAG). Ce dernier, conjointement avec le calcium relâché, permet 
l'activation de la PKC qui phosphoryle plusieurs effecteurs, entre autres impliqués dans 
l'hypertrophie cardiaque et la contractilité myocardique (Neves et al. 2002; Wang, 2006). 
La surexpression de Gaq sous l'influence du promoteur a-MHC, chez la souris, induit 
effectivement une hypertrophie cardiaque compensatrice évoluant vers l'insuffisance 
ventriculaire gauche (D'Angelo et al. 1997). Dans un même ordre d'idée, des souris 
transgéniques exprimant un récepteur a-adrénergique couplé à une forme constÏtutivement 
active de Gaq développent une hypertrophie spontanée avec l'expression de ses marqueurs 
moléculaires (Mende et al. 1998). 
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1.3.2.2 Petites protéines G 
Les petites protéines G contribuent aussi au lien entre les récepteurs de surface et les 
cascades de kinases qui régulent une variété de processus cellulaires. Des études ont 
répertorié cinq différentes sous-fàmilles : Ras, Rho, ADP ribo,\ylationfactor (ARF), Rab et 
Ran (Bhattacharya et al. 2004). Semblablement aux protéines G décrites précédemment, les 
petites protéines G sont actives 10rsqu'elles lient le GTP et retournent à leur état inactif en 
présence de guanosine 5'-diphosphate (GDP). Jusqu'à maintenant, il a été trouvé que les 
sous-familles Ras et Rho seraient impliquées dans la signalisation des myocytes cardiaques 
menant à l'hypertrophie (Sugden et Clerk, 2000 ; Charron et al. 2001 ; Vahebi et Solaro 
2005). 
1.3.2.2.1 Les petites pro/éines GRas 
Dans les cardiomyocytes, l'activation des protéines Ras peut être induite par 
plusieurs agonistes hypertrophiques comme la PE, l'ET-l et les esters de phorbol (Sugden 
et Clerk 2000). Ceci permet l'activation de Raf-l, PI3K et RaI. GDP-dissociation stimula/or 
(RaI GDS). Il a été montré que Ras active principalement l'expression de ERK, mais il a été 
rapporté qu'elle activerait aussi les MAPK ThlK et p38 indirectement à travers Rac/Cdc42 
dans les cardiomyocytes (Sugden et Clerk 2000 ; Proud, 2004). La transfèction d'une forme 
constitutivement active de Ras dans des myocytes cardiaques induit un phénotype 
hypertrophique, incluant l'expression des gènes c-fos, a-SkA et ANP, a1l1S1 que 
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l'augmentation de l'organisation sarcomérique (Thorburn et al. 1993 ; Fuller et al. 1998). 
Des études in vivo ont aussi démontré qu'une activation cardiospécifique de la forme active 
de Ras chez la souris mène au développement de l'hypertrophie (Hunter et al. 1995). 
1.3.2.2.2 Les peliles protéines G Rho 
Les membres de la tàmille des petites protéines G Rho sont Rac, RhoA et Cdc42 
(Brown et al. 2006). Ces trois membres ont une incidence considérable dans la réponse 
hypertrophique, induisant des changements morphologiques du coeur et de gènes exprimés 
(Clerk et Sugden, 2000 ; Nagai et al. 2003). Racl stimule la cascade ERK, soit eh favorisant 
la phosphorylation de c-Raf, soit en facilitant l'activation de MEK1I2 par l'augmentation de 
l'association MEK1I2 avec c-Raf. Racl serait également impliqué dans l'activation de la 
voie JNK, mais pour la MAPK p38, aucun effet n'a été observé (Clerk et al. 2001). La 
protéine RhoA possède un rôle important pour le cœur puisque son inhibition bloque le 
développement cardiaque (Charron et al. 2001). De plus, l'importance de RhoA dans 
l'hypertrophie des myocytes est supportée par plusieurs études démontrant les effets de la 
fonne active ou de son dominant négatif sur la régulation de l'expression des gènes 
hypertrophiques (Sah et al. 1996; Hoshijima et al. 1998 ; Aikawa et al. 1999 ; Charron et al. 
2001). Par ailleurs, l'expression in vivo d'une forme constitutivement active de RhoA n'est 
pas suffisante pour induire l'hypertrophie, mais elle permet d'observer l'apparition d'un 
élargissement auriculaire associé à la diminution de la fréquence cardiaque, ainsi qu'à la 
dysfonction nodale sino et auriculo-ventriculaire (Sah et al. 1999). Toutefois, les effets de 
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RhoA sur les aspects morphologiques de l'hypertrophie sont longtemps restés incertains et 
contradictoires (Thorburn et al. 1997 ; Hoshijima et al. 1998), mais il a été trouvé que la 
surexpression adénovirale de RhoA induit une réorganisation sarcomérique dans les 
cardiomyocytes (Charron et al. 2001). 
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1.4 Protéines kinases impliquées dans l'hypertrophie 
L'activation de récepteurs couplés aux protéines G initie les cascades de 
signalisation intracellulaire responsable de la réponse génétique de nombreux processus 
physiologiques. La stimulation de ces molécules signalétiques active également une variété 
de kinases et de phosphatases responsables de la phosphorylation de plusieurs molécules 
effectrices, incluant les facteurs transcriptionnels médiateurs des changements de 
l'expression génique (Vahebi et Solaro, 20(5). Les protéines kinases jouent un rôle critique 
dans les nombreuses voies signalétiques menant au développement de l'hypertrophie 
cardiaque, qu'elle soit de nature pathologique ou physiologique. Il est ainsi très important, 
mais non moins complexe, de définir et de distinguer les voies impliquées dans les 
diftërents types d'hypertrophie cardiaque, afin de bien cibler les effecteurs clés pour le 
développement de nouvelles approches pharmaceutiques ou de thérapie génique (Dom 11 et 
Force, 2006). 
1.4.1 Les pllOsphoinositide 3-kinases (PJ3K) 
Les PI3K forment une fàmille de kinases lipidiques associées à une variété de 
fonctions physiologiques, comme la prolifération, la croissance et la survie cellulaire ainsi 
que la réorganisation cytosquelettique et le trafic membranaire (Martin, 1998). Les PI3K 
sont divisées en trois classes (l, II et III) selon leur structure et leur spécificité de substrats 
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(Vanhaesebroeck et al. 2001). La classe 1 est la plus étudiée des trois et serait la seule classe 
exprimée dans les cellules cardiaques. Les PI3K de classe 1 sont des protéines 
hétérodimériques consistant en une sous-unité régulatrice et une autre catalytique (p 110), 
regroupant les sous-classes lA et lB (Naga Prasad et al. 2003). Les PI3K de classe lA (sous-
unités catalytiques p 110 -a, -p et -8) sont associées à la sous-unité régulatrice p85 et 
permettent le signal par les récepteurs tyrosine kinases (RTKs) qui sont reliés aux facteurs 
de croissance (Vanhaesebroeck et al. 2001). Les PI3K de classe lB (sous-unité catalytique 
p 11 Oy), elles, sont associées à la sous-unité adaptatrice plO 1 et sont activées par les sous-
unités py des protéines G (Stoyanov et al. 1995). Les PI3K phosphorylent le 
phosphatidylinositol en position 3, pennettant la conversion du phosphatidylinositol (4,5)-
biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate (PIP3), principal produit 
physiologique de la réaction catalytique (Proud, 2004). Le PIP3 est responsable entre autres 
de l'activation en aval de deux autres protéines kinases primordiales dans l'hypertrophie 
cardiaque, AKT (ou PKB) et les kinases phosphatidylinositol-dependantes (PDK), qui sont 
activées par phosphorylation en réponse aux agents qui stimulent PI3K (Scheid et 
Woodgett, 2001). La croissance cellulaire et l' apoptose sont deux processus importants qui 
sont régulés par les PI3K et ses effecteurs immédiats en aval. L'expression constitutive 
d'une forme active de la sous-unité p11Oo. de la PI3K dans les tissus cardiaques entraîne 
l'augmentation de la taille du cœur chez la souris, tandis que l'expression du dominant 
négatifp110o. réduit significativement la taille du cœur (Shioi et al. 2000). D'autre part, des 
études proposent que plI OyP[3K jouerait un rôle de pivot dans la transition de 
l'hypertrophie vers la défaillance cardiaque (Esposito et al. 2002). La sous-unité catalytique 
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p110y aurait aussi un rôle critique quant à la régulation de la contractilité cardiaque en 
régulant négativement l'activité de l'AC et la phosphorylation de la phospholipase B 
(Crackower et al. 2002). 
1.4.2 Les protéines kinases AKT (ou protéines kinases B-PKB) 
La famille des sérine-thréonine kinases AKT (PKB) régule la crOIssance, la 
prolifération, la survie et le métabolisme cellulaire (Muslin et DeBosch, 2006). Il existe 
trois différentes formes de la protéine AKT (l, 2 et 3 ou PKB-a, -~ et -y) qui partagent 
toutes une structure commune consistant en un domaine N-terminal régulateur homologue 
à la pleckstrine (PH) et un domaine C-terminal requis pour l'induction et la maintenance de 
son activité kinase (Franke et al. 2003). Suite à l'induction de PI3K, AKT est recruté à la 
membrane plasmique grâce au domaine PH, puis est activé par phophorylation par PDK 
(Scheid et Woodgett, 2001). La protéine AKT joue un rôle important dans l'homéostasie 
des cardiomyocytes et est activée en amont, via les PI3Ka, par divers agonistes tels que le 
facteur de croissance IGF-l (insulin-like growthfaClor-l), l'insuline, diverses hormones de 
croissance et par stimulation ~-adrénergique (Latronico et al. 2004 ; Dom II et Force, 2005). 
Plusieurs données suggèrent que la signalisation induite par PI3K/ AKT/PDK engendrerait 
une réponse hypertrophique physiologique (McMullen et al. 2003) jouant aussi un rôle 
critique pour la régulation de la croissance normale du cœur (Mora et al. 2003). De manière 
intéressante, la voie hypertrophique AKT -dépendante est distincte de celle activée par les 
MAPK (Latronico et al. 2004) et l'expression d'AKT conférerait une protection contre la 
dysfonction cardiaque et la mort cellulaire induite par l'ischémie (Matsui et al. 2001; Matsui 
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et al. 2002; Shioi et al. 2002). Parmi les effecteurs en aval d'AKT, on retrouve la 
glycogène-synthase-kinase-3~ (GSK-3~) et la kinase p70S6K, une kinase impliquée dans 
l'initiation de la traduction des ARNm, via la phosphorylation des sous-unités ribosomales. 
L'activation d'AKT inhibe l'activité répressive de GSK-3~ sur ditIérentes protéines 
impliquées dans l'activation transcriptionnel1e de l'hypertrophie cardiaque tels que GATA4 
et NFATc (Hardt et Sadoshma, 2002 ; Dom Il et Force, 2005). Des études sur des 
cardiomyocytes adultes subissant une stimulation ~-adrénergique ont démontré que la 
kinase p70S6K une protéine etIectrice de l'hypertrophie AKT-dépendante, principalement au 
niveau de la synthèse protéique via la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin) 
(Dom II et Force, 2005). Toutefois, on associe également les protéines kinases S6K à une 
voie indépendante à celle de PI3K/ AKT, ce qui complique davantage la compréhension du 
mécanisme de recrutement de S6K dans l'hypertrophie induite par AKT (Tu et al. 2002; 
Shiojima et al. 2002). 
L'activation d'AKT par PI3K est aussI importante pour la survie cellulaire en 
agissant contre les mécanismes qui induisent l'apoptose. Le rôle anti-apoptotique d'AKT a 
été caractérisé dans plusieurs paradigmes de mort cellulaire comme le stress oxydatif et 
osmotique, l'irradiation et les traitements de chimiothérapie, ainsi que le choc ischémique 
(Franke et al.1997; Downward, 1998). Au niveau du cœur, AKT joue un rôle dans la 
défaillance cardiaque et certaines autres maladies cardiovasculaires qui engendrent 
l'augmentation de la perte chronique des cellules (Matsui et al. 1999; Reed et Patemostro, 
1999). Des facteurs de survie tels que NGF (nerve growthfactor) ou IL3 (interleukine-3) se 
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lient à leurs récepteurs extracellulaires et activent la protéine PI3K, PDK ainsi qu'AKT. 
Cette dernière phosphorylerait la protéine pro-apoptotique Bad, ce qui empêcherait 
l'inactivation de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL, et probablement d'autres membres de 
la famille Bcl-2 (Gajewski et Thompson, 1996). Somme toute, AKT possède un rôle 
primordial dans les cardiomyocytes quant au développement de l'hypertrophie 
physiologique et aux mécanismes de cardioprotection, représentant un effecteur cible 
d'importance pour la compréhension de la réponse adaptative du coeur et le développement 
de nouvelles approches thérapeutiques. 
1.4.3 Les protéines kinases C (PKC) 
La famille des PKC comporte douze différentes isoformes médiatrices de différentes 
réponses cellulaires comme la perméabilité, la contraction, la migration, l'hypertrophie, la 
prolifération, l'apoptose et la sécrétion (Dempsey et al. 2000). Il s'agit de sérine/thréonine 
kinases participant à la transduction de signal, grâce aux régions régulatrices en N-terminal 
et catalytique en C-terminal (Meil or et Parker, 1998). Les différentes isoformes de PKC 
sont classifiées selon leur structure, leur spécificité de substrat et leur sensibilité au calcium, 
ce qui pennet de les diviser en trois sous-familles: PKC conventionnelles (cPKC Cl, P lI2 et 
y), PKC nouvelles (nPKC 0, E , 11 et 8) et PKC atypiques (aPKC ç et Àft) (Malhorta et al. 
2001; Sabri et Steinberg 2003). Une quatrième sous-famille a également été caractérisée, 
étant composée de deux isoformes étroitement liées, soit v et f.l (Hayashi et al. 1999). Dans 
les myocytes cardiaques des mammifères, on retrouve plusieurs membres des différentes 
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sous-familles agissent dans plusieurs voies de signalisation, soit PKC a, ~1/2, 0, E , ç et 'Ait. 
L'activité d'une quelconque isoforme est dépendante de son niveau d'expression, de sa 
localisation dans la cellule et de son état de phosphorylation (Malhorta et al. 2001). Les 
cPKC et nPKC sont activées, entre autres, par le DAG, suite à l'activation des récepteurs 
couplés aux protéines Gaq par les agonistes comme la PE et l'ET-l. 
L'hétérogénéité d'expression des différentes isoformes de PKC rend délicate la 
démonstration du rôle exact de chacune dans la réponse du myocarde aux stimuli 
hypertrophiques. Toutefois, il est connu que dans les cardiomyocytes, les cPKC (a, ~ 112) 
sont dépendantes du relâchement du calcium via la PLC et l'IP3 et seraient principalement 
impliquées dans la défaillance cardiaque et la dysfonction ~-adrénergique (Dom II et Force, 
2005). Il a été démontré, par des études de gain et de perte de fonction in vivo et in vitro, 
que l'activation de PKCa diminue la réponse ~-adrénergique, ainsi que la contractilité 
cardiaque et inversement, que l'inactivation de PKCa améliore la fonction contractile 
(Hambleton et al 2006). Ainsi, dans le contexte d'une hypertrophie médiée par Gaq et une 
activation simultanée de PKCa, on observe l'apparition d'une cardiomyopathie restrictive 
menant à la mort prématurée causée par la défaillance cardiaque (Hahn et al. 2003). Dans un 
même ordre d'idées, des études similaires indiquent que l'expression de PKC~ est associée 
à l'hypertrophie, la défaillance et la mort (Wakasaki et al. 1997 ; Bowman et al. 1997), 
suggérant que les isoformes cPKC a et ~ ont des effets similaires qui seraient de nature 
plutôt pathologique sur le cœur. 
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D'un autre côté, les isofonnes nPKC (8, E), elles, sont indépendantes du calcium et 
seraient plutôt impliquées dans l'hypertrophie physiologique (Dom II et Force, 2005). En 
effet, PKCE semble posséder des fonctions trophiques puisque son activation entraîne 
l'élargissement hyperplasique du cœur, tandis que son inhibition cause la formation d'une 
cardiomyopathie dilatée hypoplasique (Mochly-Rosen et al. 2000). En contraste, la 
translocation modulée in vivo de PKC8 ne possède qu'un léger impact sur la croissance et la 
fonction myocardique, mais son rôle s'avère critique pour le maintien de la structure 
cytosquelettique dans les cardiomyocytes (Hahn et al. 2002). Ces deux isofonnes semblent 
donc agir de manière bénéfique pour la croissance du coeur, tandis que les etlets négatifs 
des isofonnes a et ~, sont plutôt reliés à la contractilité et la fonction cardiaque. De manière 
globale, les PKC sont essentielles pour la transmission du signal extracellulaire en activant 
d'autres protéines kinases des voies de l'hypertrophie cardiaque, en particulier PDK et 
PI3K, mais aussi une autre grande famille de protéines kinase: les MAPK (Dom II et Force, 
2005; Wang, 2006). 
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1.4.4 Les protéines kinases mitogéniques (MAPK) 
Les MAPK (milogen activated proIe in kinases) sont des sérine/thréonine kinases de 
38 à 54 kDa, d'une importance majeure dans un grand éventail de réponses cellulaires 
incluant la croissance, la différentiation, l'inflammation et l'apoptose (Ravingerova et al. 
2003). Au niveau du cœur, elles possèdent un rôle d'envergure dans différents aspects de la 
régulation cardiaque, à partir du développement embryonnaire jusqu'au remodelage 
pathologique (Wang, 2007). Les cascades de signalisation de la superfamille des MAPK 
sont généralement divisées en trois voies parallèles: les kinases ERK, JNK et p38 (Wang, 
2007). Les stimuli extracellulaires, comme les facteurs de croissance, les cytokines, le stress 
physique et chimique, initialisent la transduction de signal par la phosphorylation et 
l'activation séquentielle des composantes spécifiques des cascades MAPK (Robinson et 
Cobb, 1997). Toutes les voies des MAPK incluent trois niveaux de signalisation. Les 
MAPK sont phosphorylées et activées par les MAPK-kinases (MAPKK), qui à leur tour 
sont phosphorylées et activées par les MAPKK-kinases (MAPKKK) (Luo et al. 1996 ; King 
et al. 1998; Ravingerova et al. 2003). Ces dernières sont activées par l'interaction avec les 
petites protéines G et/ou d'autres protéines kinases, reliant le module MAPK aux récepteurs 
cellulaires et aux stimuli externes (Cobb, 1999). La plupart des substrats biologiques des 
MAPK possèdent des sites de liaison très spécifiques aux MAPK qui permettent de fortes 
interactions très sélectives. Entre autres, les MAPK possèdent des sites complémentaires de 
liaison (sites de docking) qui leur permettent d'interagir avec les domaines de liaisons sur 
leurs substrats protéiques (Tanoue et al. 2000). 
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1.4.4.1 Les protéines kinases régulées par signalisation exlracelluiaire (ERK) 
La famille ERK des MAPK regroupe ERKI et ERK2 (ou p42/p44 MAPK) qui sont 
activées lors de la croissance mitogénique, donc généralement associées à la croissance 
cellulaire et la survie. Il s'agit de la première voie de signalisation des MAPK reconnue 
pour participer à 1 'hypertrophie cardiaque (Bogoyevitch et al, 1993), regroupant des 
effecteurs hypertrophiques majeurs au niveau du coeur (Wang et Proud, 2002). ERK peut 
être activé par différents facteurs de croissance, soit l'EGF (epidermal growlh factor), le 
PDGP (plalelet derived growth factor), le VEGF (vascular endothelial growth factor) et 
l'insuline, ainsi que par divers peptides vasoactifs tels que les agonistes a-adrénergiques, 
l'ET-l, l'Ang II (Force et Bonventre, 1998; Kyriakis et al, 1994). La voie Raf-MEK-ERK 
induit l'hypertrophie des cardiomyocytes adultes, entre autres lors de la stimulation des 
récepteurs al-adrénergiques (Xiao et al, 2001). Aussi, plusieurs études démontrent 
également que la voie ERK est située en aval de PKC (Goldberg et al. 1997 ; Sugden et 
Clerk, 1998). La phosphorylation de ERK est essentielle, non seulement pour leur 
activation, mais aussi pour leur translocation au noyau (Ravingerova et al. 2003). Une fois 
activés, les ERK phosphorylent à leur tour un grand nombre de protéines régulatrices, 
cytosoliques et nucléaires, incluant des facteurs de transcription, des protéines du 
cytosquelette, des protéines kinases, des facteurs de traduction et des protéines de 
l'apoptose (Muslin, 2005). En particulier, ERK permet la phosphorylation des fàcteurs de 
transcription Elk-1 et GATA4 qui sont impliqués dans une variété de réponses cardiaques 
reliées à la croissance (Babu et al. 2000; Purcell et al. 2004). 
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Dans des cardiomyocytes, la surexpression adénovirale de MEK, une MAPKK de la 
voie ERK, entraîne l'augmentation de la taille cellulaire et l'augmentation de la synthèse 
d'ANP et de BNP de manière comparable à l'agent hypertrophique ET-l (Badrian et 
Bogoyevitch 2007). De plus, l'activation de la voie ERK entraîne la modification de 
l'expression d'un grand nombre de gènes de protéines structurales (e.g. tropomyosine, u-
actinine et autres protéines reliées à l' actine et au cytosquelette) dans les myocytes, 
modifications qui accompagnent généralement le processus de remodelage observé lors de 
l'hypertrophie et la détàillance cardiaques (Heiling et al. 2000 ; Badrian et Bogoyevitch 
2007). La voie ERK activerait également le remodelage métabolique qui accompagne 
l'hypertrophie cardiaque, affectant entre autres les processus de glycolyse et de ~-oxydation 
dans le cœur (Ritchie et Delbridge, 2006 ; Badrian et Bogoyevitch 2007). 
De manière intéressante, un modèle de souris transgénique surexprimant MEK1 
démontre un phénotype d'hypertrophie concentrique associé à l'augmentation de la fonction 
cardiaque du ventricule gauche sans cardiomyopathie, létalité ou histopathologie apparentes 
à l'âge adulte (Bueno et al. 2000). Aussi, le KO spécifique au cœur de Rafl, une petite 
protéine G en amont de la voie ERK, entraîne le développement d'une dysfonction 
ventriculaire et la dilatation du cœur avec l'augmentation des cellules apoptotiques 
(Yamaguchi et al. 2004). Il a été démontré que l'activation MEK 1-ERK protège les 
myocytes cardiaques de l'apoptose en culture. En etTet, l'action anti-apoptotique de l'IGF-1, 
de la cardiotrophine 1 ou de la phényléphrine requiert pour chacun, l'activation ERK1I2 
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(Parrizas et al. 1997 ; Sheng et al. 1997; De Windt et al. 2000a). La signalisation ERK1/2 
est aussi reconnue pour atténuer l'induction de l'apoptose par la daunomycine ou par stress 
oxydatif dans les cardiomyocytes in vitro (Aikawa et al. 1997 ; Adderley et Fitzgerald, 1999 
; Zhu et al. 1999). La voie ERK est également importante pour la phosphorylation des 
protéines pro-apoptotiques caspase 9 et Bim, réduisant ainsi la capacité de ces protéines à 
déclencher la mort cellulaire (Allan et al. 2003; Harada et al. 2004). Ces observations 
suggèrent fortement que l'activation de la voie ERK1I2 est impliquée dans l'hypertrophie 
physiologique, bénéfique pour le myocarde défaillant ou dilaté (Bueno et al. 2000). 
Toutefois, les autres membres de la superfamille des MAPK, JNK et p38, semblent 
présenter un scénario différent, puisque l'activation de ces voies dans le cœur suggère 
qu'elles sont associées aux cardiomyopathies. 
1.4.4.2 Les protéines kinases p38 
La sous-famille des MAPK p38 regroupe des protéines kinases osmorégulatrices qui 
sont principalement activées après l'exposition des cellules à différentes formes de stress 
cellulaire. Certains membres des kinases p38, ainsi que d'autres de la sous-famille JNK, 
font partie d'une nomenclature plus récente, les affiliant au sous-ensemble des protéines 
kinases activées par le stress, i. e. les SAPK (stress-activa/ed pro/ein kinases). Les MAPKK 
phosphorylant spécifiquement les MAPK p38 sont MKK3 et MKK6, qui sont activées par 
une variété de stimuli, via l'activation des RCPG lors du stress chimique, physique et 
osmotique, ainsi que celui induit par les radiations (Han et al. 1994 ; Ravingerova et al. 
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2003). Il existe quatre isofonnes de p38 (a, ~, y et 8), mais on retrouve principalement la 
tonne a dans les tissus cardiaques, ainsi que les fonnes ~ et y à de plus faibles niveaux 
(Engel et al. 2005). Ainsi, au niveau du cœur, les voies de p38 sont principalement activées 
sous des conditions de nature pathologique tel qu'observé lors de l'ischémie ou en présence 
d'une torte pression de surcharge cardiaque (Steenbergen, 2002; Petrich et Wang, 2004). 
Plusieurs travaux ont démontré que les VOles p38 sont activées dans les 
cardiomyocytes par différents ligands de RCPG comme l'ET -1, et Ang II ainsi que par 
l'étirement des myocytes (Sugden et Clerk, 1998 ; Liang et al. 2000). Les isoformes de p38 
phosphorylent un grand nombre de facteurs de transcription cardiaques incluant MEF2 
(myocyte enhancerfactor-2), GATA4, ATF-2/6 (activator transcriptionfactor-2/6), NF-KB 
(nuclearfactor-KB), SRF et Elk-l (Raingeaud et al. 1996 ; Han et al. 1997 ; Thuerauf et al. 
1998 ; Liang et Gardner 1999 ; Yang et al. 1999; Morin et al. 2000; Charron et al. 2001 ; 
Morin et al. 2001 ; Ravingerova et al. 2003). La surexpression adénovirale de MKK3 et 
MKK6 indique que les voies des MAPK p38 induisent la croissance hypertrophique dans 
les cardiomyocytes, et favorise l'expression de gènes comme l'ANP, le BNP, l'a-SkA 
(Wang et al. 1998 ; Zechner et al. 1998 ; Liang et aI.2000). Aussi, des expériences utilisant 
des mutants dominants négatifs des isoformes de p38, suggèrent que p38a posséderait un 
rôle pro-apoptotique via la protéine p53, induisant aussi une réponse cytopathique dans les 
myocytes, tandis que p38~ serait plutôt relié à l'hypertrophie des myocytes en culture 
(Wang et al. 1998, Petrich et Wang, 2004). Toutefois, un scénario d'autant plus complexe 
est suggéré par des observations récentes à partir de modèles cellulaires et transgéniques, 
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redéfinissant non seulement le rôle des MAPK p38 (et JNK) dans l'hypertrophie et la mort 
cellulaire, mais pointant aussi vers de nouvelles fonctions dans différents aspect de la 
pathologie cardiaque, incluant la fonction contractile, le remodelage de la matrice 
extracellulaire, la communication intercellulaire et la régulation métabolique (Petrich et 
Wang 2004). Dans les études transgéniques chez la souris, l'activation de p38 mène à 
l'induction significative du profil d'expression des gènes fœtaux, la perte de contractilité, 
ainsi qu'au remodelage fibrotique, contribuant ainsi au développement de cardiomyopathies 
de type restrictif (Liao et al. 2001). La voie p38 active négativement la contractilité in vitro 
et l'inhibition de son activité a un effet inotropique positif sur les cardiomyocytes, sans 
affecter l'homéostasie du calcium intracellulaire (Liao et al. 2002). Toutes ces observations 
ont pennis de mieux comprendre l'implication de la signalisation des MAPK p38 dans la 
dysfonction cardiaque sous certaines conditions physiopathologiques, comme lors de 
dommages causés par l'ischémie/reperfùsion ou la défaillance cardiaque chronique. 
Dans des souris transgéniques, le KG pour l'isoforme p38a est létal au lllveau 
embryonnaire, marquant ainsi l'importance de cette kinase lors du développement (Petrich 
et Wang 2004). Toutefois, le KG spécifique au cœur de p38a montre une augmentation de 
la mitose des cardiomyocytes néonataux et son activation in vivo réduit la prolifération des 
cardiomyocytes fœtaux (Engel et al. 2005). Aussi, l'inhibition de p38 in vitro dans les 
cardiomyocytes adultes, accompagnée d'une stimulation par des facteurs de croissance, 
permet l'induction de la cytokinèse, proposant l'hypothèse surprenante que la régénération 
cardiaque serait possible (Engel et al. 2005). Bien que les études concernant les MAPK p38 
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soient nombreuses, il reste complexe d'évaluer le rôle pathologique de ces protéines au 
niveau cardiaque, puisque leurs voies de signalisation partagent plusieurs aspects avec les 
JNK, un autre membre des SAPK grandement impliqué au niveau du cœur. 
1.4.4.3 Les protéines kinases c-Jun-N-terminal (JNK) 
La sous-famille des protéines JNK fait partie, comme mentionné précédemment, des 
SAPK et sont principalement activées par des stimuli induits par le stress. Les cytokines 
inflammatoires, différents stress cellulaires comme les radiations UV, le choc thennique ou 
osmotique et l'inhibition de la synthèse protéique (e.g. par l'anisomycine) sont de forts 
activateurs des voies JNK (Bibi et al. 1993 ; Bogoyevich et al.1995 ; Kyriakis et al. 1994). 
Les JNK sont à priori reconnues pour phosphoryler c-Jun, un facteur de transcription qui 
participe à la formation du complexe AP-1 (activatO/' protein-l) qui est très important dans 
la progression du cycle cellulaire. La régulation différentielle de c-Jun par les deux 
principales isofonnes de JNK (l et 2) est responsable de la modulation positive (JNKl) et 
négative (JNK2) du cycle prolifératif de plusieurs types cellulaires (Sabapathy et Wagner, 
2004). Aussi, le tàcteur nucléaire c-Jun, ainsi que d'autres protéines telle que c:fos, sont 
entre autres considérées comme des marqueurs précoces de l'hypertrophie cardiaque 
(Akazawa et Komuro, 2003). 
Dans le cœur, l'activité des JNK résulte principalement de l'activation des RCPG 
(ET -1, PE) et de l'étirement des myocytes (Ito et al. 1999). Plusieurs études démontrent en 
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effet l'implication de JNK dans l'hypertrophie cardiaque in vivo et in vitro. L'infection de 
cardiomyocytes avec un adénovirus surexprimant le mutant dominant négatif de MKK4, 
une MAPKK qui active JNK, bloque la synthèse protéique induite par l'ET-l, la 
réorganisation du sarcomère et l'augmentation des niveaux d'ARNm de l'ANP (Choukroun 
et al. 1998). De plus, l'étude des promoteurs des gènes ~-MHC, ANP et a-SkA révèle 
l'importance de MEKK1, une MAPKKK en amont de JNK, pour la transcription de ces 
marqueurs de l'hypertrophie dans les cardiomyocytes ventriculaires néonataux 
(Bogoyevitch et al. 1996 ; Ramirez et al. 1997 ; Thorbum et al, 1997). Plus récemment, il a 
été démontré que le croisement d'une souris MEKK 1.1-, pour laquelle la signalisation JNK 
est défaillante, avec un modèle transgénique Gaq d'hypertrophie cardiaque, atténuait 
significativement l'hypertrophie et la dysfonction contractile (Adams et al. 1998 ; 
Minamino et al. 2002). Cependant, toujours avec les souris MEKK1-1-, aucun etlet n'a été 
observé sur 1 'hypertrophie et la dysfonction cardiaque lors de l'induction d'une pression de 
surcharge cardiaque par constriction aortique (Sadoshima et al. 2002). Les différentes 
études, pouvant paraître plutôt contradictoires, suggèrent ainsi que JNK joue des rôles 
disparates relativement à l'hypertrophie cardiaque, et ce, probablement selon la nature du 
stimulus hypertrophique. 
Les voies de signalisation reliées à JNK sont reconnues comme étant médiatrices de 
la régulation apoptotique de plusieurs types cellulaires (Petrich et Wang, 2004). Par contre, 
le rôle in vivo de ThTK dans l'apoptose cardiomyocytaire est loin d'être proprement établi. 
L'imposition d'une pression de surcharge cardiaque à des animaux transgéniques KG pour 
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le gène MEKKI a révélé l'augmentation de l'apoptose des cardiomyocytes 
comparativement aux contrôles du type sauvage, suggérant ainsi un rôle protecteur pour 
JNK dans la signalisation en réponse au stress hémodynamique (Sadoshima et al 2002). 
Cependant, d'autres observations indiquent que la délétion du gène ASKI (apoptosis 
signal-regulaling kinase-J) chez la souris, une MAPKKK en amont de JNK (et p38), 
provoque l'atténuation de l'apoptose lors d'une stimulation Ang Il, suggérant un rôle pro-
apoptotique pour JNK (Petri ch et al. 2002 ; lzumiya et al. 2003). Ainsi, l'activité de .n\lK 
s'avère être une composante importante dans la signalisation du processus apoptotique sous 
des conditions pathologiques particulières. Un autre modèle transgénique de souris 
exprimant spécifiquement dans le coeur MKK7D, une MAPKK qui phosphoryle JNK, ne 
démontre aucun signe d'induction apoptotique ou d'hypertrophie ventriculaire (Petri ch et al. 
2002 ; Petrich et al. 2003). Par contre, cette surexpression a entraîné, chez les animaux, une 
létalité précoce associée à la formation d'une cardiomyopathie sévère, accompagnée d'une 
augmentation marquée de l'expression de gènes fœtaux (Petrich et al. 2003). À la lumière 
des études effectuées sur les voies JNK, le rôle de cette kinase dans le cœur reste pourtant 
bien sombre et son caractère ambivalent repose sur la complexité des mécanismes de 
phosphorylation des voies signalétiques de l'ensemble des MAPK. 
Il a été reporté que les effecteurs des voies ERK, .n\lK et p38 peuvent interagir entre 
eux à l'intérieur de leurs différentes cascades respectives, ce qui complexifie davantage les 
interactions lors des diverses réponses cellulaires (Derijard et al. 1995 ; Kyriakis et A vruch, 
2001). On constate que les MA PK possèdent un rôle biologique majeur dans l'hypertrophie 
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du cœur et sa transition vers la défaillance cardiaque, ainsi que dans l' apoptose. Les études 
suggèrent que les MAPK seraient à la fois impliquées dans l'hypertrophie cardiaque 
associée au développement et dans l'initiation de l'hypertrophie chez l'adulte en réponse 
aux stimuli physiopathologiques (Bueno et al. 2001). La modulation des MAPK représente 
donc une cible thérapeutique potentielle pour l'intervention pharmacologique et l'activation 
des voies participant aux cascades cardioprotectives endogènes. 
1.4.5 Phosphatases 
Les protéines phosphatases sont des enzymes qui retirent un groupement phosphate 
de leurs substrats, phénomène également appelé déphosphorylation. Cette action est 
directement opposée à la phosphorylation engendrée par les protéines kinases et le rôle 
biologique des phosphatases est très important dans la régulation des cascades signalétiques 
(Voet et Voet, 1998). Au niveau de la réponse hypertrophique, deux familles de 
phosphatases sont impliquées dans les cascades de signalisation, soit la calcineurine et les 
MAP K phosphatases (MKP). 
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1.4.5.1 La calcine urine dans le système calcium/calmoduline 
La calcineurine, aUSSI appelée protéine phosphatase-2B (PP2B), est une 
sérine/thréonine phosphoprotéine phosphatase calciUlll/calmoduline dépendante 
hétérodimérique. Elle est constituée de deux sous-unités: la calcineurine A qui contient le 
site catalytique et la calcineurine B, composée du domaine régulateur liant le calcium 
(Bueno et al. 2002). Chez les mammifères, il existe trois différents gènes codant pour la 
calcineurine A (a, ~ et y) desquels Aa et A~ sont retrouvés dans les cellules cardiaques 
sous de multiples formes alternativement épissées (Bueno et al. 2002). La calcineurine B est 
encodée également par deux gènes qui génèrent des isoformes alternativement épissées 
(Ueki et al. 1992). Le calcium est un régulateur multifonctionnel qui agit comme second 
messager dans la signalisation cellulaire. La concentration cellulaire de calcium est 
fortement régulée pour le maintien de diverses fonctions physiologiques comme la 
contractilité musculaire et la sécrétion hormonale (Dolmetsch et al. 1997 ; Bers et Guo, 
2005). La signalisation calcique intracell ulaire est primordiale pour différentes réponses 
transcriptionnelles et son action est entre autres modulée par la calmoduline, un coactivateur 
essentiel pour la régulation de différents effecteurs (Maier et Bers, 2002). Par conséquent, la 
calcineurine est dépendante du calcium et de la calmoduline pour son activation, et est 
importante dans la régulation de l'expression de gènes d'une variété de systèmes cellulaires. 
L'expression prolongée d'une forme constitutivement active de la calcineurine dans 
le cœur de souris transgéniques est suffisante pour induire une hypertrophie cardiaque 
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sévère, qui évolue vers la dilatation ventriculaire et rapidement vers l'insuffisance cardiaque 
et la mort (Molkentin et al. 1998). En plus d'entraîner l'augmentation de la taille de 
l'organe, on assiste à l'activation de l'expression des gènes hypertrophiques ~-MHC, Œ-
SkA et BNP (Molkentin et al 1998). D'autre part, deux agents immunosuppresseurs, la 
cyclosporine A et le FK506, sont reconnus pour inhiber l'activité de la calcineurine et 
permettent la prévention de l'hypertrophie et de la fibrose dans plusieurs modèles, ce qui 
suggère un rôle crucial pour la calcineurine dans le remodelage cardiaque (Tokudome et al. 
2005). Le modèle de souris transgéniques KG pour le gène calcineurine A-~ suggère que la 
calcineurine est un effecteur de l'hypertrophie pathologique. Effectivement, ces souris 
possèdent de plus petits cœurs que la normale et montrent une réponse hypertrophique 
altérée face à l'Ang II ou l'isoprotérénol, aussi bien qu'à la constriction aortique (Bue no et 
al. 2002b). Il est connu que la calcineurine interagit physiquement avec les facteurs de 
transcription de la famille NF ATc (nuclear factor activated-T-cell), pennettant ainsi leur 
translocation nucléaire et leur activation transcriptionnelle (Rao et al. 1997). Cette 
activation est suffisante pour l'induction de l'hypertrophie et des souris transgéniques KG 
pour NF ATc-3 ont une réponse hypertrophique diminuée lors d'une hypertrophie 
calcineurine -dépendante (Wilkins et al. 2002). 
La calcineurine est aUSSI reconnue pour entraîner l'apoptose par la 
déphosphorylation de la protéine pro-apoptotique Bad. Dans le cœur, la VOle calcium-
calcineurine semble jouer un rôle critique dans la progression de la défaillance cardiaque 
par la régulation de l'apoptose. L'expression in vivo d'une forme mutée de la calcineurine, 
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agissant comme dominant négatif: prévient la redistribution de Bad et de NF A Tc induites 
par le calcium et réduit l'apoptose induite par l'isoprotérénol, un agoniste ~-adrénergique 
(Saito et al. 2000). Effectivement, le nombre des cellules cardiaques TUNEL-positive des 
souris transgéniques, de même que celui des souris traitées par FK506, était inférieur à celui 
des souris du type sauvage, suggérant que la stimulation des récepteurs ~-adrénergiques 
induit l'apoptose des cardiomyocytes in vivo, via la calcineurine (Saito et al. 2000). 
Cependant, il a été rapporté que la calcineurine pouvait activer des voies opposées qui 
induisent ou suppriment l'apoptose dans le même type cellulaire (Lotem et al. 1999). Ainsi, 
ces études nécessitent d'être approfondies pour une meilleure compréhension des 
mécanismes régulateurs de l'apoptose via les voies calcium-calcineurine dépendantes. 
La signalisation reliée à la calcineurine est également associée à l'activation 
d'autres voies signalétiques comme certaines isoformes de PKC ou les MAPK (DeWindt et 
al 2000 ; Zou et al. 2001), ce qui complexifie davantage les interactions. Par exemple, des 
souris transgéniques surexprimant la calcineurine dans le cœur montrent une activation 
marquée des isoformes (1, ~ et y de PKC (DeWindt et al. 2000), et la cyclosporine A 
prévient l'activation de PKC dans les rats après constriction aortique (Vega et al. 2003). 
Aussi, des études suggèrent que la caIcineurine entraînerait la diminution de l'activité de la 
MAPK p38 et une inhibition de p38 in vivo augmenterait la signalisation 
calcineurine/NFATc (Braz et al. 2003). La diminution de p38, reliée à l'activation de la 
calcineurine, corrèle avec l'augmentation du niveau de la protéine phosphatase MKP 1, une 
enzyme importante dans la régulation des voies de signalisation des MAPK. 
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104.5.2 Les MAPK-phosphatases CMKP) 
Les protéines MKP, activées par les facteurs mitogènes et les MAPK, jouent un rôle 
de régulateur des voies de signalisation cellulaire associée à l'hypertrophie cardiaque 
(Bueno et al. 2001). Jusqu'à maintenant, onze membres ont été identifiés, qui diftèrent les 
uns des autres selon leur spéciticité de substrats, leur distribution physiologique, leur 
localisation sous-cellulaire et leur profil d'expression inductible (Haneda et al 1999; 
Masuda et al. 2001). En réponse à l'activation des MAPK, les MKP sont induites 
transcriptionnellement, menant à la déphosphorylation et l'inactivation spécitiques des 
MAPK (Haneda et al. 1999). Entre autres, MKP-1 est un membre important exprimé au 
niveau du cœur et apparaît comme étant un régulateur clé de l'inactivation nucléaire de p38, 
JNK1I2 et ERK1I2 (Palm-Leis et al. 2004) et la surexpression adénovirale de MKP-l dans 
des cultures de cardiomyocytes bloque l'activation de ces MAPK (Bueno et al. 2001). Des 
transfections transitoires de MKP-1 dans des cardiomyocytes ont démontré son potentiel 
répressif sur plusieurs promoteurs de gènes induits par l'hypertrophie cardiaque (Fuller et 
al. 1997). MKP-l limite donc la réponse hypertrophique cardiaque in vitro et in vivo, via la 
déphosphorylation et l'inactivation des MAPK (Bueno et al. 2001). Effectivement, des 
souris transgéniques surexprimant faiblement MKP-1 de manière constitutive sont 
caractérisées par la réduction de l'hypertrophie cardiaque et implique préférentiellement la 
signalisation p38 et JNK1/2 (Bueno et al 2001). D'autre part, les souris surexprimant 
fortement MKP-l, qui inactivent les voies p38, JNK 1/2 et ERK 112, sont caractérisées par la 
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réduction de l'hypertrophie associée au développement, résultant en une dilatation 
ventriculaire sévère et un taux de létalité néonatale élevé (Bueno et al. 2001). Ces données 
soulignent que l'inactivation des trois branches de la signalisation des MAPK compromet la 
maturation du cœur, et que les MKP sont d'importants médiateurs des cascades qUI 
régissent notamment l'activité transcriptionnelle relative à l'hypertrophie cardiaque. 
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1.5 Les facteurs de transcription cardiaques impliqués dans 
l' hypertrophie 
La stimulation extracellulaire hypertrophique converge sur un nombre limité de 
circuits intracellulaires de transduction de signal, qui sont médiateurs de la réponse de la 
croissance cardiaque. Ces voies signalétiques coordonnent directement la croissance 
hypertrophique par le changement du programme transcriptionnel des gènes et par 
l'activation de la machinerie traductionnelle (Akazawa et Komuro, 2003 ; Heineke et 
Molkentin, 2006). L'expression des gènes cardiaques est contrôlée à la fois par des 
mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels. Plusieurs protéines nucléaires 
servent de facteurs de transcription qui reconnaissent et lient des séquences d'ADN 
spécifiques dans les promoteurs régulant la transcription génique. Certains fàcteurs de 
transcription qui régulent l'expression des gènes cardiaques ont été identifiés, et une grande 
partie des gènes induits durant la cardiogenèse sont aussi exprimés lors de la croissance 
hypertrophique des cardiomyocytes (Srivastava 2001). Jusqu'à maintenant, un nombre de 
facteurs de transcription ont été identifiés comme des régulateurs de géniques activés en 
réponse à une augmentation de la charge hémodynamique. 
Entre autres, l'analyse des mécanismes contrôlant l'expression des gènes des 
peptides natriurétiques (ANP et BNP) a permis l'identification de plusieurs sites clés sur 
leur promoteur respectif, parmi lesquels on retrouve des éléments de liaison pour des 
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facteurs de transcription comme NFATc, SRF et GATA4 (Charron et al. 2001; Morin et al. 
2001; Nemer et Nemer, 2002). 
1.5.1 Lafamille GA TA : expression etfonction 
Chez les mammifères, six différents fàcteurs GA TA (1 à 6) ont été identifiés jusqu'à 
maintenant. GATA 1, -2 et -3 sont principalement exprimés dans les cellules 
hématopoïétiques (Weiss et Orkin 1995) tandis que GAT A4, -5 et -6 sont exprimés dans le 
cœur et le système digestif majoritairement (Laverriere et al. 1994; Burch 2005). Les 
membres de la fàmille GAT A contiennent un domaine de liaison à l'ADN hautement 
conservé avec deux doigts de zinc adjacents (Cys-X2-Cys-X17-Cys-X2-Cys) et l'on 
observe une très grande homologie quant à leur séquence d'acides aminés, principalement 
au niveau de ce domaine (Charron et N emer 1999). Il interagit spécifiquement avec 
l'élément d'ADN cis contenant la séquence consensus (A/T)GA T A(A/G) sur les 
promoteurs cibles (Pikkarainen et al. 2004). 
1.5.1.1 Activité transcriptionnelle au niveau cardiaque 
Les facteurs de transcription GATA4, -5 et -6 sont exprimés dans différentes cellules 
du cœur. L'expression de GAT A5 est restreinte principalement à l'endocarde et elle 
diminue fortement entre les stades embryonnaire et postnatal (N emer et al. 1999). GAT AS 
jouerait ainsi un rôle spécifique dans le développement endocardique. D'autre part, GATA4 
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et -6 sont majoritairement exprimés dans le myocarde lors du développement embryonnaire 
et postnatal. GAT A4 peut être détecté dans le mésoderme pré-cardiaque aussi tôt qu'à 7 
jours embryonnaires chez la souris et son expression précède celle des marqueurs 
cardiaques précoces comme les protéines contractiles et les peptides natriurétiques (Charron 
et al. 1999). Ceci souligne que son rôle est crucial durant le développement embryonnaire et 
la cardiogenèse. Notamment, notre laboratoire a mis en évidence l'implication de GATA4 
dans la différenciation cardiaque de cellules souches (P 19) et son rôle de tàcteur inductif 
et/ou de survie pour les cellules pré-cardiaques (Grepin et al. 1995 ; Grepin et al. 1997). 
L'inactivation du gène GATA4 dans des souris transgéniques a confirmé son rôle essentiel 
dans le développement normal du cœur, puisque les souris ne développent pas de tube 
cardiaque linéaire et meurent in utero après 9 jours (Molkentin et al. 1997). Des études de 
gain de fonction chez Xenopus ont révélé que la surexpression de GAT A6 bloque la 
difIérentiation des cardioblastes et stimule la prolifération de ces précurseurs cardiaques 
(Gove et al. 1997). Le KG du gène GATA6 chez la souris est également létal à 7,5 jours 
postcoitum (Morrisey et al. 1998). D'autres travaux in vivo effectués chez Xenopus ont 
démontré l'association entre l'expression des facteurs GATA4, -5 et -6 et la spécification 
des progéniteurs cardiaques (J iang et al. 1996). L'expression ectopique de ces fàcteurs 
GAT A entraîne l'activation de la transcription de différents gènes du développement 
embryonnaire cardiaque, e.g. ['actine cardiaque (a-Ca) et a-MHC (Jiang et al. 1996). 
Conséquemment, les motifs de liaison des fàcteurs GAT A ont été identifiés dans les 
promoteurs de nombreux gènes exprimés dans le cœur incluant a-MHC (Molkentin et al. 
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1994), p-MHC (Hasegawa et al. 1997), ANP (Grepin et al. 1994), BNP (Thuerauf et al. 
1994), troponine Cil cardiaque (Ip et al. 1994; Murphy et al. 1997; Bhavsar et al. 2000) et 
l'échangeur Na+ICa2+ (Nicholas et Philipson 1999). In vitro, GATA4 et 6 régulent les gènes 
ANP et BNP avec le même pouvoir (Temsah et Nemer 2005), tandis que GATA4 est plus 
puissant lors de la modulation de a/p-MHC (Charron et al. 1999). Les études récentes ont 
permis d'établir que l'interaction combinatoire des facteurs de transcription cardiaques 
gouverne les processus complexes de la cardiogenèse et de l'expression des gènes 
spécifiques au cœur (Bruneau, 2002), Effectivement, plusieurs travaux ont mis en évidence 
l'importance de GAT A4 et de ses cofacteurs, lesquels seront abordés dans une section 
subséquente, ainsi que le rôle de leur collaboration lors de la régulation transcriptionnelle au 
cours du développement nonnal et pathologique du coeur. 
1.5.1.2 GATA-4 dans ['hypertrophie cardiaque 
GATA4 participe à la régulation de l'expression des gènes cardiaques en réponse à 
divers stimuli hypertrophiques, incluant la surcharge de pression sanguine, l'isoprotérénol, 
la PE, l'ET-l, l'Ang II et le phorbol myristate-acétate (Hasegawat et al. 1997; Morimoto et 
al. 2000; Liang et al. 2001; Clement et al. 2002; Hautala et al. 2002). La surexpression 
adénovirale de GAT A4 dans des cultures primaires de cardiomyocytes entraîne la 
réorganisation sarcomérique, l'augmentation de la taille de la surface cellulaire et résulte en 
l'augmentation significative de l'accumulation des protéines totales (Charron et al. 2001; 
Liang et al. 2001), Des résultats de notre laboratoire montrent aussi que l'utilisation d'un 
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adénovirus surexprimant un antisens GAT A4 dans les cardiomyocytes entraîne la réduction 
de l'expression de plusieurs gènes cardiaques, notamment l'ANP, le BNP, l'a-SkA, l'a-
MHC, la ~-MHC, la troponine cardiaque l, etc. (Charron et al. 1999) et abroge la 
réorganisation cytosquelettique induite par la PE (Charron et al. 2001). De manière 
intéressante, 1 'hypertrophie induite par la surexpression de GA TA4 observée dans les 
cardiomyocytes ressemble fortement à l'hype11rophie induite par la stimulation a-
adrénergique de la PE. Des études in vitro démontrent que la stimulation de cardiomyocytes 
par la PE phosphoryle et active GATA4 en plus de renforcer sa liaison avec l'ADN, mais le 
mécanisme exact par lequel cette activité de liaison est renforcée par la stimulation 
hypertrophique demeure incertain (Liang et al. 2001). 
La surexpression d'une valeur de 2,5 fois de la protéine GATA4 dans le cœur adulte 
de souris transgéniques entraîne l'augmentation de la masse cardiaque et l'activation de 
gènes hypertrophiques tels que l'ANP, le BNP et l'a-SkA, soulignant ainsi le rôle 
fonctionnel de GAT A4 dans le développement du phénotype hypertrophique (Liang et al. 
2001). Toutefois, les études de gain de fonction limitent la compréhension des mécanismes 
physiologiques impliquant GAT A4 dans l' hypertrophie et une approche de perte de fonction 
s'est avérée nécessaire, bien que diHicile à élaborer, puisque le KG de GATA4 chez la 
souris entraîne la mort prématurée des embryons (Molkentin et al. 1997) et que 
l'inactivation restrictive de GATA4 (délétion du 2e exon) dans le cœur de souris est 
également létale (Zeisberg et al. 2005). Alors, des études se sont penchées sur les 
conséquences de la réduction de l'expression de GATA4 (~50%) dans le cœur de souris 
51 
hétérozygotes GAT A4 WT/t.ex2 (Bisping et al. 2006) ou la délétion spécifique de GAT A4 
(délétion des exons 3, 4 et 5) au niveau du coeur dans des souris KG myocardiques (Oka et 
al. 2006). Dans les souris transgéniques GAT A4 WT/t.ex2 soumises à une surcharge de 
pression sanguine, on n'obtient pas de diftërence par rapport à l'hypertrophie 
comparativement au souris de type sauvage. Toutefois, on y observe un phénotype 
hypertrophique excentrique vs concentrique pour les souris contrôles, mais la magnitude de 
1 'hypertrophie ne dépendrait pas du niveau de GAT A4, relativement à la gamme 
physiologique de l'expression de GATA4 examinée dans ces travaux. L'adoption d'une 
morphologie allongée des cardiomyocytes dans les modèles d'hypertrophie excentrique 
précède généralement le développement de la dysfonction cardiaque (figure 1 ; Onodera et 
al. 1998). Ainsi, cette réponse compensatoire serait due à la diminution du nombre de 
myocytes observée dans les cœurs de ces souris transgéniques et conséquemment, à 
l'élévation du stress des parois cardiaques. Le modèle de KG de GATA4 spécifique au cœur 
d'Oka et al. (2006), lui, est associé à une dysfonction cardiaque progressive de base et 
l'augmentation de l'apoptose des tissus cardiaques. En réponse à la surcharge de pression, 
l'apoptose est d'autant plus augmentée dans ce modèle comparativement aux souris du type 
sauvage (Oka et al. 2006). Les résultats des deux études suggèrent donc que GAT A4 serait 
requis pour la survie des myocytes cardiaques et que ce facteur de transcription serait un 
régulateur dose-dépendant de l' apoptose dans le cœur, particulièrement face à un stress 
myocardique. De plus, chacune des études montre que la caspase 12 est augmentée lorsque 
la protéine GATA4 est diminuée ou absente. La caspase 12 est une protéine impliquée dans 
l'activation de l'apoptose médiée par le réticulum sarcoplasmique et eUe serait, selon ces 
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résultats, une cible importante située en aval de GAT A4 (Oka et al. 2006 ; Bisping et al. 
2006). Toutefois, les marqueurs ANP et a-MHC sont diminués dans le modèle d'Oka et al. 
(2006), tandis qu'aucune différence significative n'est observée quant à l'expression de ces 
gènes dans les souris GAT A4 WTILlex2 (Bisping et al. 2006). De manière consistante, les 
souris du KG myocardique de GAT A4 démontrent une réduction significative de 
l'hypertrophie cardiaque après lM, suggestive d'un type excentrique (Oka et al. 2006), 
tandis que l'hypertrophie dans les cœurs des souris GA TA4 WTILlex2 n'est pas diminuée, sous 
les mêmes conditions (Bisping et al. 2006). D'autre part, la réduction de l'expression de 
GA T A4 serait responsable de l 'hypoplasie des cardiomyocytes observée dans les deux 
modèles, soulignant ainsi l'importance de GAT A4 dans le développement du cœur. En 
effet, au stade fœtal, GAT A4 promeut la prolifération des cardiomyocytes et leur 
différentiation à partir des cardioblastes (Crepin et al. 1997; Zeisberg et al. 2005). 
L'accumulation de ces données démontre que le facteur de transcription GA TA4 est 
requis pour la fonction myocardique normaJe et pour la protection du cœur face à 
l'insuffisance cardiaque induite par le stress. Ainsi, les voies qui modulent l'expression ou 
l'activité de GA TA4 semblent jouer un rôle protecteur pour le cœur lors de la pathogenèse 
associée à la défaillance cardiaque. Bien que les mécanismes d'activation de la protéine 
GAT A4 demeurent très complexes, la phosphorylation de ce facteur de transcription 
représente un outil de compréhension important quant à son rôle dans l'hypertrophie et la 
survie des cardiomyocytes. 
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1.5.1.3 Phosphorylation de GATA4 
La phosphorylation de GAT A4 par les voies de signalisation des kinases activées 
entre autres par les agonistes hypertrophiques, fàvorise sa propre liaison avec l'ADN et son 
rôle de transactivateur des gènes de l'hypertrophie. La protéine GAT A4 possède plusieurs 
sites de phosphorylation putatifs, régulés par différentes protéines kinases, mais très peu ont 
été confirmés jusqu'à ce jour (figure 4). Des travaux ont démontré en bloquant la cascade 
ERK avec un inhibiteur spécifique à cette voie (PD098059), que la phosphorylation de 
GAT A4 était altérée (Morimoto et aL 2000). Par après, il a été trouvé que ERK 1/2 
phosphoryle GAT A4 spécifiquement sur la sérine en position 105 (S 1 05), régulant ainsi 
l'activité transcriptionnelle de GATA4. L'identification d'un substrat de ERK est basée sur 
la présence d'un résidu cible, sérine ou thréonine, adjacent à un résidu proline, typiquement 
selon le motif PXSP, où X est n'importe quel acide aminé. site SI 05 fait partie de ce 
motif sur la protéine GATA4, dans la région du domaine d'activation transcriptionnel N-
terminal (acides aminés 1 à 204). Les MAPK identifient également leurs substrats selon la 
présence d'un site de liaison (docking) qui est adjacent au motif PXSP sur la protéine cible 
(Jacobs et aL 1999). Ce type de site est nécessaire pour l'amarrage des MAPK à la protéine 
et régule l'efficacité, ainsi que la spécificité des réactions enzymatiques (Tannoue et 
Nishida, 2002). Bien que l'action de ERK sur le site Sl05 semble prédominante par rapport 
à p38 et JNK, ces voies phosphoryleraient également ce site, mais à de plus faibles niveaux 
(Liang et al. 2001). Par exemple, notre laboratoire a trouvé que la réorganisation 
sarcomérique induite par RhoA avec la PE et l'ET -1 impliquerait la voie de signalisation 
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p38 MAPK menant à la phosphorylation de GATA4 en position S105 dans les 
cardiomyocytes néonataux (Charron et al. 2001). 
Notre laboratoire a dernièrement mis en évidence que l'activité transcriptionnelle de 
GAT A4 sur le promoteur de l'ANP est médiée par la phosphorylation par PKC lors de la 
stimulation à l'Ang II (Wang et al. 2005). En effet, la phosphorylation de GA TA4 par PKC 
serait effectuée sur les résidus S419/S420 (tigure 4) et ce mécanisme n'impliquerait pas 
l'action des MAPK (Wang et al. 2005). La phosphorylation de GATA4 peut également 
s'avérer inhibitrice de son activité transcriptionnelle. Effectivement, la protéine kinase 
GSK-3~ phosphoryle GATA4 au niveau de son domaine de transactivation N-tenninal et 
régule négativement son activité (Morisco, Seta et al. 2001). Toutefois, l'effet inhibiteur de 
GSK3~ sur l'hypertrophie cardiaque pourrait aussi provenir de la régulation de tàcteurs de 
transcription impliqués dans la croissance cardiaque et l'hypertrophie, tels que c-myc, 
NF A TC et ~-caténine (Haq et al. 2000; Dom et Force 2005). Ainsi, GAT A4 représente un 
etIecteur terminal important dans plusieurs voies de signalisation et son activité 
transcriptionnelle est régulée à la fois par les mécanismes de phosphorylation, mais 
également en fonction de la collaboration avec d'autres facteurs de transcription, qui 
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Figure 4. Cartographie de la protéine GA T A4: identification des domaines 
fonctionnels d'interaction avec les protéines kinases 
Représentation schématique de la protéine GAT A4 montrant ses domaines fonctionnels, 
ainsi que la localisation des sites putatifs de phosphorylation et d'interaction avec certains 
cofacteurs. Les sites connus de phosphorylation sont illustrés sur le schéma (*): le site 
MAPK ser 105 et les si tes PKC ser 419/420. 
DLA. domaine de liaison à l'ADN, DTA. domaine de transactivation: DZ. doigt de zinc, 
SLN, séquence de localisation nucléaire 
(image mod~fiée de Temsah et Nemer, 2005) 
1.5.2 Cofacteurs de GATA-4 dans l'hypertrophie cardiaque 
En plus de la phosphorylation, GAT A-4 est aussi régulé par les interactions avec 
d'autres facteurs transcriptionnels tel que mentionné ci-haut. Plusieurs facteurs de 
transcription et cofacteurs nucléaires interagissent avec GA TA4 pour activer ou réprimer 
l'expression des gènes lors du développement embryonnaire ou dans le cœur adulte (tableau 
1 et figure 5). Plusieurs de ces cofacteurs sont eux même impliqués dans l'hypertrophie 














Sommaire des cofacteurs/collaborateurs de GATA4 dans le cœur et 
description du rôle de la collaboration, des régions interactives de 
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ANP,peptide natriurétique auriculaire; BNP, peptide natriurétique de type B; Ca, cardiaque; CPT, 
carnitine palmitoyltransférase; MHC, chaÎne lourde de myosine; MEF, myocyte enhancer factor; 
NFATc, facteur nucléaire des cellules-T-activées 4; PEX1, phenylephrin induced complex- 7; RXR, 
récepteur X rétinoide; SI<, squelettique; Sm, muscles lisses; SRF, facteur de réponse au sérum; 
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Programme génétique cardiaque 
Figure 5. Voies signalétiques impliquées dans l'hypertrophie cardiaque 
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Représentation schématique des voies de signalisation cellulaires (-) illustrant l'activation 
des facteurs de transcription par modifications post traductionnelles (noir) et leurs 
interactions combinatoires (orangé) pour la transcription des gènes cardiaques reliés au 
programme génétique du remodelage ventriculaire (vert). Les VOles non 
confirmées/hypothétiques sont illustrées en pointillés C···). 
CaM, calmoduline; ERK, kinases du signal extracellulaire; MEF, myocyte enhancer factor; 
NFATC, facteur nucléaire des cellules-T-activées: PEXI, phenylephrin induced complex-I 
PI3K, phosphatidylinositol-3 kinases: PKC protéine kinase C: SRF, facteur de réponse au 
sérum 
(image modifiée de Akazawa et Komuro, 2003) 
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1.5.2.1 Facteur de réponse au sérum (SRF) 
Le facteur nucléaire SRF est un des membres fondateurs de la famille des facteurs 
de transcription MADS (Mcml et Arg80 chez la levure, Agamous et Deficiens chez les 
plantes et SRF chez les animaux) qui sont d'tme grande importance au niveau 
développemental (Messenguy et Dubois 2003). SRF régule une variété de gènes associés à 
la croissance et/ou à la différenciation cellulaire, particulièrement au niveau des muscles 
squelettiques, lisses et cardiaques. SRF est aussi une cible nucléaire de la signalisation des 
MAPK et des petites protéines G tel que RhoA, notamment lors de la régulation de 
l'expression des gènes cytosquelettiques et de l'appareil contractile (Miano et al. 2007). La 
surexpression de SRF le cœur de souris transgéniques entraîne une cardiomyopathie 
hypertrophique accompagnée d'une insuffisance cardiaque (Zhang et al. 2001), indiquant un 
rôle potentiel pour SRF dans l'hypertrophie cardiaque pathologique. 
L'association de SRF avec GAT A4 ainsi que d'autres facteurs de transcription 
permet la réinduction d'un grand nombre de gènes embryonnaires impliqués dans 
l'hypertrophie cardiaque tels l'ANP, le BNP, l'a -SkA , l'a-MHC et la ~-MHC (Morin et 
al. 2001 ; Nelson et al. 2005). Particulièrement, notre laboratoire a mis en évidence que les 
facteurs GAT A4 et SRF forment un complexe transcriptionnel essentiel pour la réponse du 
promoteur de l'ANP face à une stimulation à l'ET-l. Effectivement, l'utilisation de 
dominants négatifs pour GA TA4 et/ou SRF abroge la réponse à l'ET -1 et des données 
indiquent que la synergie GATA4-SRF serait d'autant plus forte fàce à l'activation de 
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certaines MAPK (Morin et aL 2001). De manière intéressante, SRF possède différentes 
isoformes provenant de l'épissage alternatif de son pré-ARNm, contribuant ainsi à la 
régulation de son activité. En effet, certaines isoformes de SRF joueraient un rôle important 
dans la modulation l'expression des gènes SRF-dépendants et contribueraient en partie à 
l'altération de l'expression des gènes conséquemment à la pathogenèse induite lors de la 
défaillance cardiaque (Belagulie et al. 1999 ; Davis et al. 2002). 
Il est également connu que SRF est un cofacteur du facteur de transcription Elk-l, 
une protéine à domaine ETS (E twenty six) (Karim et aL 1990). Elk-l est activé par les 
MAPK et collabore avec SRF et p300, un coactivateur ayant un rôle important dans la 
régulation des gènes reliés à la réponse au stress (Li et al. 2003). Conjointement, ces 
facteurs de transcription permettent l'expression des gènes précoces de la réponse 
hypertrophique comme c-fos (membre acfivafor prolein-l, AP-l) et d'autres gènes 
impliqués dans l'hypertrophie cardiaque (Aoyagi et Izumo 1993 ; Gupta et aL 1998) 
1.5.2.2 Facteur nucléaire de cellules-T activées (NFATc) 
Les myocytes cardiaques contiennent quatre membres des protéines NF AT c : 
NFATcl, NFATc2, NFATc3 et NFATc4. Tel que décrit précédemment, ces facteurs de 
transcription sont des protéines cytoplasmiques qui sont transportées vers le noyau en 
réponse à la stimulation engendrée par la mobilisation du calcium et l'action de la 
calcineurine (Rao et al. 1997). La fornle active de la calcineurine interagit physiquement 
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avec les protéines NF ATc, déphosphorylant ainsi plusieurs résidus sérine des domaines 
régulateurs de la partie N-terminal de la protéine. Ceci permettrait d'exposer la séquence de 
localisation nucléaire (SLN), résultant à la translocation des NF A Tc vers le noyau (BeaIs et 
a1.1997; Aramburu et al. 1998; Aramburu et al. 1999). Dans le noyau, les NF ATc sont sous 
l'influence de diftërentes voies de signalisation, impliquant entre autres les MAPK, qui 
favorisent leur phosphorylation et leur exportation vers le cytoplasme (Wilkins et 
Molkentin, 2004). 
L'implication de la signalisation de NF ATc dans la régulation de 1 'hypertrophie des 
cardiomyocytes a été mise en évidence dans un modèle murin surexprimant NF A Tc4 au 
niveau du cœur, ce qui engendre une hypertrophie cardiaque sévère (Molkentin et al. 
1998). De plus, les souris KG pour NF A Tc3 montrent, à long terme, une réduction 
significative de l'hypertrophie cardiaque dépendante de la calcineurine, bien que le KG de 
NFATc4 ne diminue pas la magnitude de l'hypertrophie dans les mêmes conditions 
(Wilkins et al. 2002). La délétion du gène NF ATc3 dans les souris transgéniques a aussi 
permis d'établir que NFATc3 est nécessaire à la réponse hypertrophique induite par la 
surcharge de pression sanguine ou par l'Ang II, similairement aux souris KG pour la 
calcineurine A~. Ceci souligne d'autant plus le rôle activateur de NFATc3 dans les voies de 
la calcine urine reliées à l'hypertrophie cardiaque (Bueno et al. 2002b ; Wilkins et al. 2002). 
Les protéines NF ATc, de concert avec diftërents cofacteurs, sont d'importants etIecteurs 
pour la régulation de BNP, ~-MHC, MCIPI (myocyte-enriched calcineurin-interacting 
protein J) et ET -1 (Wilkins et al. 2002). Afin de stabiliser sa liaison avec l'ADN, NF A Tc 
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interagit avec d'autres facteurs de transcription comme GATA4, MEF2 et AP-1, assurant le 
contrôle de l'expression des gènes lors de la réponse hypertrophique (Tu et al. 2007; 
Bleaser et al. 2000). 
1.5.2.3 Facteur d'amélioration mvocvtaire 2 (MEF2) 
La famille de facteurs de transcription MEF2, notamment le membre MEF2-C, est 
impliquée à la fois dans la régulation des gènes du développement cardiaque, mais aussi 
dans la régulation transcriptionnelle des cœurs postnataux (Dodou et al. 2004). Chez la 
souris, le KG de MEF2-C altère particulièrement la myogenèse et la formation du ventricule 
droit durant l'embryogenèse, affectant aussi l'expression de plusieurs gènes cardiaques 
important lors du développement. Les séquences de liaison à l'ADN de MEF2 ont été 
identifiées dans les promoteurs de plusieurs gènes cardiaques comme a-MHC, MLCl/3 et 
2v (myosin light chain), Sk-a, troponine cardiaque TIC et l, etc. (Akazawa et Komuro, 
2003). MEF2 est impliqué dans la régulation des gènes inductibles lors de la réponse 
hypertrophique des cardiomyocytes et serait activé par les voies de signalisation de p38 
MAPK et ERK (Yang et al, 1998 ; Kolodziejczyk et al 1999). Les facteurs MEF2 sont 
d'importants effecteurs cibles en aval des voies de signalisation du calcium. En effet, des 
études in vivo et in vitro ont démontré que MEF2 est phosphorylé et activé par les kinases 
calmoduline (CaMK) lors de l'hypertrophie cardiaque (Blaeser et al. 2000 ; Passier et al. 
2000). Cette interaction ferait partie d'une voie parallèle à la voie calcineurine/1\TF ATc 
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CPassier et al. 2000) et serait médiée particulièrement par les répresseurs transcriptionnels, 
les histones déacétylases CHDAC) (Miska et al. 1999). 
Durant la différenciation des muscles squelettiques, il a été trouvé que MEF2 est 
activé via la voie PI3K-AKT induite par le facteur de croissance IGF -} (Tamir et Bengal, 
2000 ; Xu et Wu, 2000). Puisque les souris transgéniques qui surexpriment une forme 
constitutivement active de PI3K ou d'AKT exposent un phénotype d'hypertrophie 
cardiaque physiologique (Shioi et al. 2000 ; Shioi et al. 2002), hypothétiquement, il serait 
possible de croire que MEF2 soit impliqué dans ces mêmes voies hypertrophiques 
(Akazawa et Komuro, 2003). En plus de lier l'ADN via leurs sites spécifiques, les facteurs 
MEF2 peuvent être recrutés aux promoteurs cibles en collaboration avec les facteurs 
GA T A. Effectivement, MEF2 et GAT A4 activent de manière synergique la transcription de 
plusieurs gènes cardiaques exprimés durant l'hypertrophie tels l'ANP, le BNP, l'a-MHC et 
l'actine cardiaque (aCa) suggérant ainsi un rôle coopératif de ces deux facteurs de 
transcription dans la régulation du programme génique associé à l'hypertrophie cardiaque 
(Morin et al. 2000; Akazawa et Komuro, 2003). 
1.5.2.4 Le complexe protéique PERE (PEX1IZ{jJ260): nouveau collaborateur de GATA4 
Notre laboratoire a précédemment identifié un élément de réponse PERE 
(Phenylephrine response element) sur le promoteur de l'ANP, nécessaire pour son 
activation transcriptionnelle suite à une stimulation al-adrénergique (Ardati et Nemer, 
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1993). Une protéine nucléaire pouvant lier le site PERE, appelée PEXI (phenylephrin 
induced complex-l) a été isolée par clonage moléculaire (Debrus et al. 2005). La protéine 
PEX1, composée de treize doigts de zinc, est un nouveau facteur de transcription de la 
famille Krüppel et serait l'homologue de Zfp260 (zinc .linger prolein) chez l'humain 
(De brus et aL 2005). L'expression de PEXI est très abondante dans le cœur, tant lors du 
développement embryonnaire que postnatal, et corrèle avec la prolifération et/ou la réponse 
hypertrophique des cellules cardiaques. Nos résultats démontrent que la stimulation al-
adrénergique de cardiomyocytes ventriculaires avec la PE augmente les niveaux de l'ARNm 
de PEXl, correspondant également avec l'augmentation de l'expression de l'ANP (Debrus 
et al. 2005). Aussi, des expériences effectuées avec des rats spontanément hypertendus 
(SHR), dans lesquels l'hyperactivité des récepteurs al-adrénergiques est bien documentée 
(Reja et al. 2002), démontrent que l'expression de PEXI est associée à la haute pression 
(De brus et al. 2005). Ainsi, ces expériences in vitro et in vivo prouvent que l'expression de 
PEXI dans le cœur est régulée par les récepteurs al-adrénergiques et suggèrent qu'elle est 
associée à une réponse plutôt de nature pathologique. 
Plusieurs indices pennettent de supposer que le facteur de transcription PBXI serait 
impliqué dans le développement de l'hypertrophie cardiaque. Premièrement, l'expression de 
PEX 1 est significativement augmentée dans les cœurs hypertrophiés de souris transgéniques 
exprimant une fonne constitutivement active de ATIR (Debrus et al. 2005). De plus, 
l'utilisation d'un adénovirus antisens-PEXI nous a permis de contrecarrer la réorganisation 
cytosquelettique des cardiomyocytes stimulés par les agonistes hypertrophiques PE et ET-I 
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(Debrus et al. 2005 ; Komati et al. en cours), semblablement aux résultats obtenus grâce à 
l'utilisation de l'adénovirus antisens-GATA4 (Charron et al. 2001). Nous avons aussi 
démontré que PEX1 collabore avec les facteurs de transcription GAT A4 et SRF, activant de 
manière synergique le promoteur de l'ANP lors de la réponse à la PE et l'ET-1 (Debrus et 
al. 2005 ; Komati et al. en cours). Le complexe transcriptionnel PEX1/SRF/GATA4 serait 
également responsable de l'activation d'autres gènes impliqués dans la réponse 
hypertrophique soit ~-MHC, aCa et a-SkA (Debrus et al. 2005). 
Malgré les nombreuses études sur les facteurs transcriptionnels cardiaques et sur 
leurs interactions combinatoires dans la modulation C!U programme génétique de 
l'hypertrophie, la compréhension des mécamsmes moléculaires qui y sont reliés reste 
encore incomplète. Ces régulateurs des gènes cardiaques représentent une cible 
thérapeutique potentielle pour plusieurs maladies du cœur, mais la complexité des 
interactions nucléaires découlant des cascades signalétiques intracellulaires est un obstacle 
d'envergure pour la recherche. La réponse adaptative du cœur face à différents stimuli 
pathologiques est associée, en plus de l'hypertrophie compensatoire, à la mort des 
cardiomyocytes, entraînant des dommages irréversibles qui affecte la fonction cardiaque et 
l 'homéostasie du système cardiovasculaire. 
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1.6.1 Apoptose et maladies cardiaques 
A priori, les cardiomyocytes adultes ne prolifèrent pas, donc leur perte, 
essentiellement par apoptose (ou mort cellulaire programmée), résulte en l'affaiblissement 
progressif du cœur et ultimement à l'insuffisance cardiaque (Kang et Izumo, 2000). 
Plusieurs études suggèrent que les cascades signalétiques contrôlant la croissance des 
myocytes dans le cœur adulte seraient également impliquées dans la régulation de leur 
survie (Van Empel et De Windt, 2004). Plusieurs stimuli induisent l'apoptose des 
cardiomyocytes dont l'ischémie, les cytokines proinflammatoires et les traitements 
antitumoraux (Clerk et al. 2003 ; Crow et al. 2004). Jusqu'à maintenant, les mécanismes qui 
régulent la survie/l' apoptose des cardiomyocytes différentiés restent très peu compris. Il est 
connu que l'apoptose est induite ou inhibée par différents stimuli extra et intracellulaire qui 
activent un ensemble de protéases connues sous le nom de caspases (cysleine-dependante 
Œspartale-directed protease). 
À ce jour, quatorze membres de la famille des caspases ont été identifiés chez les 
mammifères (Clerk et al. 2003). Elles peuvent être divisées, selon leur spécificité de 
substrat, en diftërentes sous-familles fonctionnelles (Nicholson 1999). Le groupe 1 inclut les 
caspases-1, -4, -5, -11 et -13 qui réguleraient la maturation des cytokines et l'inflammation. 
Les caspases apoptotiques (groupe II et III), elles, sont impliquées dans les cascades 
protéolytiques de manière hiérarchique. Les activateurs du groupe III (caspases -2, -8, -9, 
-10,-12) agissent en amont des caspases effectrices du groupe II (caspases -3, -6, -7), qui 
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sont responsables du clivage de la phase finale de dégradation lors de la mort cellulaire 
apoptotique (Fauvel et al. 2001 ; Clerk et al. 2003). L'activation de ces protéines, et des 
cascades apoptotiques est déclenchée soit par des récepteurs de surface (death recepfors) ou 
par le stress cellulaire (figure 6 ; Aries et al. 2004). 
La signalisation reliée aux protéines Gaq induit un continuum de réponses, partant 
de l'hypertrophie menant à l'insuffisance cardiaque décompensée, selon l'augmentation de 
la force du stimulus ou son maintien sur un intervalle de temps prolongé. Des études ont 
démontré qu'une faible augmentation de l'expression de Gaq induit l'apparition d'une 
hypertrophie stable, mais qu'une stimulation intense du niveau d'expression de Gaq, induit 
une cardiomyopathie dilatée avec décompensation fonctionnelle et l' apoptose des 
cardiomyocytes (D'Angelo et al. 1997 ; Mende et al. 1999). Ce phénomène permet de 
constater que l 'hypertrophie pathologique et l'apoptose représentent différentes phases du 
même processus initié par un signal biochimique activé par Gaq. De nouvelles lignes de 
recherches suggèrent que certaines isoformes de PKC, particulièrement PKC8 et -E, seraient 
bien positionnées pour agir en tant que commutateurs moléculaires aux points nodaux des 
cascades signalétiques menant à l'hypertrophie et à l'apoptose des cardiomyocytes (Sabri et 
Steinberg, 2003). Bien qu'il a été mentionné précédemment que l'apport de PKC8 serait 
bénéfique dans l'hypertrophie cardiaque, certaines études démontrent que l'inhibition de 
cette isoforme bloque l'apoptose in vitro et in vivo (Shizukuda et al. 2002 ; Murriel et al. 
2003). De plus, la surexpression adénovirale d'une forme constitutivement active de PKC8 
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Figure 6. Voies reliées à l'apoptose et la survie cellulaire dans les cardiomyocytes 
Schématisation des mécanismes d'action de certaines protéines impliquées dans l'apoptose 
des cardiomyocytes. Les voies reliées au stress du réticulum endoplasmique (RE) sont 
encore nébuleuses, mais les connaissances actuelles suggèrent que GAT A4 serait régulateur 
de la cardioprotection via l'activation de Bel-XL, empêchant ainsi la translocation de Sim au 
RE et inactivant subséquement la voie caspase-12. 
(image modifiée de Crow et al. 2004; Morishima et al. 2004) 
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induit l'apoptose dans les myocytes cardiaques, tandis que PKO; n'entraîne pas cette 
réponse (Heidkamp et al. 2001). Plusieurs indices suggèrent effectivement que l' isoforme 
PKO; posséderait un rôle anti-apoptotique (Gray et al. 1997), protégeant les myocytes de la 
mort cellulaire via différentes voies impliquant l'activation des voies cardioprotectrices 
ERK et/ou AKT, ainsi que la modulation des protéines de la famille Bcl-2 (Baines et 
Molkentin, 2004). Toutefois, les mécanismes exacts qui englobent l'interaction des PKC 
dans les processus apoptotiques des cardiomyocytes sont complexes et nécessitent toujours 
une meilleure élucidation. 
Le réticulum endoplasmique (RE) possède un rôle fondamental pour la synthèse des 
protéines et leurs modifications post-traductionnelles (Kaufman, 1999). Les fonctions du 
RE sont affectées par différents stimuli extra- et intracellulaires, appelés stress du RE, 
incluant l'inhibition de la glycosylation et la réduction des ponts di sulfures au niveau des 
protéines, l'épuisement du calcium de la lumière du RE, ainsi que l'expression de protéines 
mutées dans le RE. Sous des conditions de stress du RE, les protéines en voie de maturation 
peuvent s'accumuler dans la lumière du RE, ce qui induit généralement des activités 
cellulaires conflictuelles; la survie et l'apoptose (Kadowaki et al. 2004). Cette accumulation 
de protéines dans le RE active un mécanisme d'autoprotection cellulaire appelé réponse au 
stress du RE, afin de pennettre aux cellules de survivre à cette condition. Cette réponse 
consiste en trois mécanismes distincts: l'atténuation traductionnelle des protéines pour 
éviter l'accumulation (Harding et al. 1999), l'activation de gènes de protéines chaperonnes 
du RE (Gething et Sam brook, 1992) et la dégradation associée au RE (ERAD) pour réduire 
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le stress et restaurer l'intégrité du RE (Mori, 2000). Lorsque ces réponses adaptatives ne 
sont pas suffisantes pour éliminer le stress du RE, les cellules déclenchent l'apoptose. 
Plusieurs molécules sont reliées à l'activation de l'apoptose associé au stress du RE, 
incluant entre autres les caspases-12, Bak/Bax et les cascades des MAPK (Nakagawa et 
al.2000 ; Scorrano et al. 2003 ; Wei et al. 2001 ; Nishitoh et al. 2002). 
1.6.1.1 Gènes pro-apoptotiques et anti-apoptotiques 
Il existe de nombreuses protéines régulatrices de l' apoptose et l'identification du 
rôle de ces molécules dans la survie cellulaire est importante pour la compréhension des 
mécanismes apoptotiques (Van Empel et De Windt, 2004). Un des gènes impliqué dans la 
survie cellulaire les plus étudiés est Bcl-2, le membre fondateur d'une famille grandissante 
de gènes participant au contrôle de l'apoptose. La famille Bcl-2 contient des membres à la 
fois pro-apoptotiques (e.g. Bax, Bak, Bid, Bim, Bnip3, Bnip3L (Nix), Bcl-6, Bad, Bik et 
Bok) et anti-apoptotiques (e.g. Bel-2, Bel-XL, Bel-W, Bf1-1 et Mcf-1) qui favorisent 
l'apoptose ou la survie cellulaire respectivement (Baines et Molkentin, 2005). Les membres 
de la famille Bel-2 possèdent l'étonnante capacité de dimériser entre eux. Par exemple, les 
pro-apoptotique Bad et Bax peuvent dimériser avec Bel-2 et Bel-XL, et leur surexpression 
contre l'effet anti-apoptotique des deux protéines. Les mécanismes exacts impliqués dans 
l'activation des protéines de la famille Bcl-2 sont encore bien sombres, mais dans les 
situations rapportées jusqu'à ce jour, la phosphorylation semble être inhibitrice ou 
activatrice des fonctions pro- ou anti-apoptotique, dépendamment de la protéine (Baines et 
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Molkentin, 2005). Par exemple, la phosphorylation de Bel-2 semble inhiber sa fonction anti-
apoptotique, tandis que la phosphorylation de Bad empêcherait sa liaison avec Bel- XL, 
bloquant ainsi sa fonction pro-apoptotique (Petros et al. 2004). Les protéines pro- et anti-
apoptotiques interagissent ainsi à la surface mitochondriale pour réguler la sortie du 
cytochrome C (cyt C) par un mécanisme qui est encore sous débat (tigure 6). Si les pro-
apoptotiques l'emportent, un alignement de molécules est évacué du compartiment 
mitochondrial. Le cyt C relâché s'associe avec APaf-l (apoptosis protease activating 
factor-l) et les procaspases-9 (et possiblement d'autres protéines) pour la formation de 
l'apoptosome et l'activation éventuelle des caspase-3, -6 et -7 (figure 6 ; Van Empel et De 
Windt, 2004). Des études ont démontré que Bax et Bak agissent dans le RE comme une 
passerelle essentielle de l'apoptose induite par le stress du RE via le maintien de 
l'homéostasie calcique du RE (Scorrano et al. 2003). Plusieurs recherches sont encore 
requises pour l'identification des kinases et des phosphatases qui régulent J'activité des 
protéines pro- et anti-apoptotiques, les voies de signalisation qui modulent ces enzymes et le 
rôle des événements signalétiques dans le contrôle de la survie cellulaire en réponse à 
différents ligands extracellulaires. 
Dans le cœur, les protéines anti-apoptotiques Bel-2 et Bel-XL sont grandement 
étudiées pour la compréhension des mécanismes de cardioprotection et possèdent un grand 
potentiel thérapeutique pour les maladies cardiaques. La modulation de l'activité de ces 
protéines est grandement régulée par leur phosphorylation, mais également par leur 
régulation transcriptionnelle. Comme il a été mentionné dans une section précédente, la 
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majorité des études sur les cardiomyocytes stipule que la signalisation associée aux MAPK 
p38 serait étiquetée pro-apoptotique. Par exemple, un modèle transgénique, exprimant un 
dominant négatif de p38a, augmente fortement l'expression de Bel-2 (Kaiser et al. 2004) ce 
qui suggère que l'inhibition de la voie p38 est associée à l'augmentation des niveaux de 
Bel-2. Ainsi, en plus de favoriser l'inactivation de Bel-2 par phosphorylation, la voie p38 
participerait à la régulation de son expression. À ce jour, très peu de données sont 
disponibles sur les facteurs de transcription qui régulent l'activité de Bel-2 dans le cœur, 
toutefois, GAT A4 est reconnu comme un activateur de l'expression de Bel-2 de manière 
similaire à Bel-XL (Aries et al. 2004 ; Kobayashi et al. 2006). 
Dans le contexte d'ischémie/reperfusion, plusieurs agonistes agissent comme 
cardioprotecteurs, e.g. les facteurs de croissance IGF-l et HGF (hepatocyte growth Jàctor), 
l'ET-I ainsi que les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'Ang Il, possibement via 
l'induction de Bel-XL (Huang et al. 2003). Il existe deux formes de la protéine Bel-X, la 
forme longue active (L) et courte inactive (S). De manière intéressante, des travaux 
démontrent que les niveaux de la protéine anti-apoptotique Bel-XL augmentent 
particulièrement au cours de la déterioration du ventricule gauche, lors de la transition d'une 
surcharge de pression sanguine vers la défaillance cardiaque. Plusieurs indices portent à 
croire que Bel-XL fait partie de la réponse du programme de survie cellulaire, lequel est 
enelenché secondairement lors de la dilatation cardiaque (Zhang et al. 2005). Pendant le 
processus du remodelage cardiaque accompagné de la dilatation graduelle du ventricule 
gauche et la dysfonction myocardique subséquente, plusieurs gènes sont régulés à la hausse, 
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incluant le facteur de croissance IGF-l (Haq et al. 2001). Il a été démontré que l'IGF-l 
possède des effets cytoprotecteurs par la régulation préférentielle de l'expression de BeI-XL 
et l'atténuation de l'expression de Bax, ainsi qu'en promouvant la croissance cardiaque et 
en améliorant la contractilité ventriculaire (Yamamura et al. 2001). Comme mentionné 
précédemment, il est connu que le facteur de croissance IGF-l est un activateur des voies 
PI3KJ AKT dans les cardiomyocytes et il serait possible que, dans certains contextes, ces 
voies soient modulatrices des protéines de la famille BeI-2 (Dom II et Force, 2005 ; Raphael 
et al. 2006). Des études récentes ont démontré que l'activation des voies de phosphorylation 
ERK dans les myocytes cardiaques pouvait également procurer une protection contre 
l'apoptose, via l'implication transcriptionnelle directe de GA T A4 et l'activation 
subséquente de l'expression de Bel-XL. 
1.6.1.2 GATA4 : unftlcteur cardioprotecteur 
Dans les cardiomyocytes adultes, la progression du cycle cellulaire est efficacement 
bloquée, ce qui souligne la valeur précieuse de ces cellules pour la fonction cardiaque et 
l'importance d'une compréhension aiguisée des mécanismes cardioprotecteurs endogènes 
dans la survie cardiomyocytaire. Nos travaux précédents ont permis de déterminer que 
GAT A4 représente un facteur de transcription essentiel pour la différentiation et la survie 
des précurseurs des cardiomyocytes (Grepin et al. 1997). Effectivement, en absence de 
GA T A4, les cellules sont bloquées au stade des cardioblastes et le programme apoptotique 
est activé probablement pour éliminer les cellules en arrêt développemental. Plus 
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récemment, d'autres études de notre laboratoire ont permis d'identifier le rôle 
cardioprotecteur de GATA4. L'étude du promoteur de Bel-XL a permis de répertorier deux 
sites consensus GATA, conservés chez la souris et l'humain (voir section 3.1.4, figure 
15A). Ainsi, le rôle de GAT A4 dans la survie cardiomyocytaire impliquerait la régulation 
directe du module apoptotique via l'activation transcritptionnelle en amont de Bel-XL(Aries 
et al. 2004). Nous avons trouvé que la surexpression de GATA4 dans les cardiomyocytes 
contrecarre l'induction de l'apoptose lors de traitement avec la doxorubicine (Arie et al. 
2004), une anthracyeline utilisée en chimiothérapie, qui est reconnue pour induire des 
cardiomyopathies par l'altération de la survie des myocytes et de la réponse adaptative du 
cœur (Singal et Iliskovic, 1998). En effet, les stimuli apoptotiques comme les anthracyelines 
ou l'oxyde nitrique entraîne la réduction de l'expression de GATA4 et subséquemment de 
Bel-XL, supprimant ainsi le signal anti-apoptotique. 
L'utilisation d'une approche similaire a permis d'identifier que l'expression de la 
protéine Bel-2 est également régulée par GA TA4. Similairement à nos travaux, l'équipe de 
Kobayashi et al. (2006) a montré que la doxorubicine entraîne la réduction de l'expression 
de GATA4 et de Bel-XL, mais aussi de Bel-2 dans les cardiomyocytes. De manière 
consistante, la surexpression adénovirale de GATA4 prévient la réduction de l'expression 
de Bel-2 et Bel-XL. De plus, le knock-down de GATA4 médié par des ARNsi dans des 
cardiomyocytes diminue significativement les niveaux des ARNm et de la protéine Bel-2. 
La surexpression de GAT A4 dans le cœur de souris transgéniques, ainsi que dans les 
cardiomyocytes in vitro, entraîne aussi l'augmentation significative du niveau d'expression 
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basal de Bc1-2 (Kobayashi et al. 2006). Somme toute, le rôle bénéfique de GATA4 dans la 
cardioprotection est irréfutable. Cependant, son action précise dans les mécanismes de la 
régulation du programme génétique associé à l'apoptose est encore peu connu, nécessitant 
donc un approfondissement des recherches à ce sujet. 
Afin de mIeUX cerner le rôle de GATA4 dans la survIe in vivo, une équipe de 
recherche a effectué le croisement de souris GATA4-1oxP (GATA4 FUFL) avec des souris 
sous l'influence d'un promoteur ~-MHC/CRE (cyclization recombinase gene) produisant 
une lignée de souris transgéniques viables jusqu'à l'âge adulte, malgré une perte de 95% de 
la protéine GAT A4 (Oka et al. 2006). Ces souris KG partiel de GATA4 spécifiquement au 
cœur montrent une dilatation ventriculaire de base et une réduction progressive de la 
performance cardiaque fonctionnelle selon l'âge, qui impliquerait la mort cellulaire. En 
effet, des analyses TUNEL ont été effectuées sur les cœurs des embryons et des adultes des 
souris transgéniques, montrant un niveau basal de cellules apoptotique plus élevé que dans 
les groupes contrôles. De plus, l'induction d'une surcharge de pression par constriction 
aortique transverse entraîne une augmentation d'autant plus grande des cellules TUNEL 
positive dans les souris KG. Aussi, l'expression de l'effecteur anti-apoptotique PKCE s'est 
avérée réduite dans les souris KG, accompagnée de l'activation des protéines pro-
apoptotiques caspase-12 et Bc1-6 (Oka et al. 2006). La perte progressive des 
cardiomyocytes par apoptose est accompagnée de la modification de l'expression génique. 
Toutes deux observées dans le coeur des souris KG partiel de GATA4, ces altérations 
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contribuent à la décompensation cardiaque progressive obtenue dans ce modèle, ce qui 
attribue à GATA4 un rôle nécessaire dans la viabilité des myocytes cardiaques. 
L'ensemble de ces résultats représente une avancée importante quant à 
l'accumulation des connaissances sur la survie des cardiomyocytes, qui sont, jusqu'à ce 
jour, trop peu nombreuses pour une compréhension précise et éclairée des mécanismes 
cardioprotecteurs. À travers cette grande complexité, plusieurs groupes de recherche tentent 
d'établir la liaison entre les mécanismes moléculaires qui régulent l' apoptose et le 
remodelage pathologique, qui sont associé à la défaillance cardiaque. Cependant, il est 
d'une importance cruciale d'établir une fine dichotomie entre l'hypertrophie pathologique et 
physiologique du cœur. De manière consistante avec cette revue de littérature, les 
mécanismes impliqués dans la modulation de la transcription génique contrôlée par GA TA4 
pourraient éventuellement fournir une stratégie effective contre la défàillance cardiaque et 
certaines maladies de nature cardiovasculaires. 
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1.7 .Description du projet 
L'approfondissement des connaissances des mécanismes moléculaires impliqués 
dans l'expression génétique du cœur normal et pathologique est essentiel pour la prévention, 
le diagnostic et le traitement des maladies cardiaques. Le facteur de transcription GAT A4 
est un régulateur clé du développement cardiaque où il est également essentiel à la réponse 
adaptative du cœur au stress qui implique l'hypertrophie des cardiomyocytes de même que 
leur survie. GAT A4 représente à la fois une cible et un médiateur nucléaire de plusieurs 
voies de signalisation impliquées dans la fonction cardiaque. La présente étude consiste à 
déterminer les domaines spécifiques de GAT A4 requis d'une part pour la réorganisation 
cytosquelettique et l'hypertrophie des cardiomyocytes et d'autre part, ceux impliqués dans 
les voies de survie cellulaire. Diftërents mutants de la protéine GAT A4 ont été clonés dans 
des vecteurs adénoviraux pour permettre le transfert génique dans des cultures primaires de 
cardiomyocytes. Les constructions virales sont constituées de mutations ponctuelles et 
d'une délétion impliquant divers sites de phosphorylation de la protéine GATA4. Le site de 
phosphorylation sérine 105 (SI05), qui fait partie d'un motif PXSP de phosphorylation par 
les MAPK, et la phénylalanine 108 (F 1 08), qui représente, elle, un site potentiel de liaison 
des MAPK, ont été ciblés. Ainsi, l'effet des mutations SlO5 et F108, de même que la 
délétion du domaine de transactivation N-tenninal, sur la capacité de GA TA4 d'induire 
l'hypertrophie et/ou de protéger les cellules contre l'apoptose, a été examiné. La 
détennination des domaines de GATA4 impliqués dans la croissance versus la survie des 
cardiomyocytes représente une étape importante de l'analyse des mécanismes moléculaires 
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reliés à la régulation du destin des cellules cardiaques. De plus, une analyse complémentaire 
concernant le rôle de PEXI en tant que cofacteur de GATA4 a été effectuée dans cette 
même étude. En accord avec les résultats obtenus précédemment par notre laboratoire, nous 
avons pu évaluer les effets de la surexpression de PEXI sur la réponse hypertrophique des 
cardiomyocytes. Une comparaison de la surexpression de PEXI et de GATA4 dans les 
myocytes cardiaques a permis d'établir un modèle hypothétique quant à leur rôle respectif 
dans l' hypertrophie. 
L'identification des effecteurs transcriptionnels reliés à la réponse hypertrophique 
physiologique et pathologique du cœur est nécessaire pour déterminer les mécanismes 
régissant ces deux types d'hypertrophie, et afin de mieux comprendre les voies signalétiques 
impliquées dans l'une et dans l'autre. Les résultats obtenus pourraient mener 
éventuellement au développement de nouvelles approches préventives ou thérapeutiques 
pour contrer la dysfonction cardiaque. 
CHAPITRE II. MATÉRIEL ET MÉTHODOLOGIE 
2.1 Préparation des adénovirus 
2.1.1 Construction des vecteurs 
La construction des adénovirus recombinants a été effectuée en utilisant le système de 
recombinaison homologue Ad-Easy (Stratagene). Il s'agit d'adénovirus humains de sérotype 5 
dont la réplication est rendue défectueuse par la délétion des exons 1 et 3 du génome viral. Les 
vecteurs adénoviraux permettent la transduction d'une grande variété de cellules, résultant en la 
surexpression transitoire de gènes exogènes, et ce, à de hauts niveaux. Les ADNc (ADN 
complémentaires) de GATA4 WT ainsi que des mutants 04-S 1 05A et 04(201-440), récupérés par 
digestion Hind III et EcoR V à partir de vecteurs pCS2+-GATA4(WT), -Sl05A et -G4(201-440), 
ont été sous-clonés dans le vecteur navette (pShullle-CMV). L'ADNc de PEXl, contenu dans le 
vecteur pCGN, a été sous-cloné dans pShuttle-CMV par digestion aux sites Kpn 1 et BamH 1. Le 
plasmide pCGN contenant le mutant G4-FI08A, a servi de matrice pour l'amplification de 
l'ADNc de G4-FI08A, par PCR (polymerase chain reaction). Les paires d'amorces qui ont été 
utilisées sont décrites dans le tableau IV, dans lesquelles des sites de restriction pour les 
endonucléases Xho 1 et Hind 111 ont été rajoutés, afi.n de permettre l'insertion dans le plasmide 
pShullle-CMV. Toutes les constructions possèdent la séquence étiquette HA en N-terminal, 
faisant partie de la séquence codante. 
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Les sous-clonages dans pShul1le-CMV ont été effectués dans des bactéries compétentes 
Ecoli (XL-l blue) en utilisant la T4 DNA ligase (Invitrogen) et en utilisant les ensembles 
d'extraction et de purification d'ADN (minipreps, Qiagen). Tous les sous-clonages ont été 
subséquemment séquencés pour la vérification de l'intégrité des séquences codantes insérées. 
Les vecteurs ont ensuite été rendus linéaires par digestion Pme I, puis cotransformés dans des 
bactéries E coli électrocompétentes (BJ 5183) contenant la majeure partie du génome viral 
pAdEasy. Les recombinants sont sélectionnés par résistance à la kanamycine et la recombinaison 
est confirmée par la migration sur gel d'agarose 1 % des ADN digérés par l'endonucléase de 
restriction Pac l. L'ADN des recombinants est amplifié, extrait et purifié en utilisant les 
bactéries ultracompétentes Ecoli (XL-ID gold) pour les maxipreps (Qiagen) et est 
subséquemment linéarisé de nouveau (par Pac 1) pour la transfection dans des cellules HEK293 
(Ad293), permettant ainsi l'empaquetage et la production des adénovirus d'intérêt. 
2.1.2 Production virale 
Les cellules HEK293 sont ensemencées au nombre de 100 000 dans des flacons T-25 et 
cultivées dans 5 mL de milieu modifié Dulbecco's Eagle's (DMEM), 10% de sérum bovin foetal 
(FBS, Invitrogene), 1% PenStrep et pyruvate sodique IX (Gibco). Les transfections sont 
effectuées à 50-70% de confluence cellulaire par lipofectamine (lnvitrogen) en volume minimal 
d'OpfiMem (Gibco) pour une période de 4-12 heures. Pour 5 flg d'ADN transfecté, 24 flL de 
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lipofectamine sont utilisés dans un volume de 4 mL. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C 
en présence de 5% CO2 • L'étape de génération des adénovirus nécessite habituellement 7 à 12 
jours selon l'efficacité de transfection. Les cellules présentant un phénotype d'infection (aspect 
globuleux et brillant) sont récoltées et conservées à -80°C. Une série de 3 gels/dégels est 
effectuée pour libérer le virus des cellules. L'échantillon est par la suite centrifugé à 3 OOOrpm 
pendant 15 minutes à 4°C et le surnageant est filtré sur une membrane Millipore à 0,22 !-lm. Les 
adénovirus ainsi produits sont amplifiés afin d'obtenir une grande quantité de virus, ceci se fait 
de manière progressive en cultivant les cellules HEK293 infectées dans des t1acons de 
différentes tailles: IX T-25, 2X T-175 et 50X T-175. Les cellules sont ensemencées au nombre 
de 300 000 dans les T-25 et de 2 millions dans les T-175 (:::::;12 000 cellules/cm\ puis les 
cultures sont conservée de 1 à 3 jours post-infection, jusqu'à l'apparition du phénotype 
d'infection. Les cellules sont récoltées et procédées comme mentionné ci-haut. 
2.1.3 Purification des adénovirus 
Pour purifier le virus, le lysat cellulaire est passé 4 fois dans une seringue à aiguille 18G 
pour cisailler l'ADN génomique et est filtré sur membrane 5 !-lm. Dans des tubes SW28, on 
prépare un gradient de CsCI (dans Tris-HCl 10mM pH 8,0/MgCh 2mM) de 1,25g/mL et 
1 ,35g/mL avec une seringue reliée à une canule. Les extraits cellulaires sont déposés à la surface 
du gradient. Les tubes sont équilibrés avec du milieu de culture avant d'être ultracentrifugés à 25 
000 l'pm et à 4°C durant 16 à 20 h sans frein. On obtient ensuite différentes bandes bleuâtres, 
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situées au centre des tubes. On récolte, dans un volume minimal, la bande la plus épaisse 
contenant les virus, qui est située entre les deux couches de CsCI. Une fois transféré dans des 
tubes SW55, l'échantillon est équilibré avec un mélange 1:1 des deux solutions de CsCI pour 
une ultracentrifugation à 32 500 rpm et à 4°C durant 16 à 20 h sans frein. La seule bande 
présente, qui contient le virus, est récoltée dans un volume minimal (::::::2mL). On effectue ensuite 
deux dialyses de deux heures chacune à 4°C contre 2 L de tampon de dialyse (Tris-HCl 10mM 
pH 8,0, MgCh 2mM et sucrose 4%) en utilisant une membrane Spectra/Por 10mm 
(0,32mLlcm). La solution virale est récoltée et filtrée sur membrane 0,22 ~m puis aliquotée pour 
la conservation à -80°C. Le titre viral est obtenu par dilution limite tel que décrit par Nyberg-
Hoffman et al (1997) et est mesuré en pfu/mL (plaquefàrming unit/mL). 
2.2 Cultures primaires de cardiomyocyte 
2.2.1 Préparation des cardiomyocytes 
Les cultures primaires de myocytes cardiaques sont préparées à partir de cœurs de rats 
néonataux Sprague-Dawley âgés de 4 jours. Les ventricules de 80-90 cœurs (8 portées) sont 
digérés 4 fois pendant 15 minutes dans du milieu Joklik MEM (Sigma) avec 220U/mL de 
collagénase (Worthing/on Biochemical Corp.). La digestion enzymatique est arrêtée avec du 
FBS (/nvitrogene) et les tissus non digérés sont retirés par filtration sur maille de nylon à 
porosité de 1 00 ~m. Les cardiomyocytes sont purifiés par deux mises en culture transitoires de 
30 minutes afin de retirer les cellules non myocytaires résiduelles par adhérence différentielle. 
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Les myocytes (cellules non adhérentes) sont ensuite mis en culture dans des pétris pour culture 
primaire (Primeria, Falcon) dans du DMEM, FBS 10%, PenStrep 1 % pour une période de 16-
24h à 37°C à 5% CO2 . Pour les extraits cellulaires et les ARNm, les cellules sont ensemencées à 
2 millions dans les pétris de 100mm de diamètre et à 180 000 dans des plaques de 12 puits 
contenant des lamelles pour les expériences d'immunofluorescence et de TUNEL. Après 
environ 20h, le milieu est changé pour un milieu sans sérum (SF) pour les infections sans 
traitement doxorubicine et sans sérum/sans honnone (SFHF) pour les traitements à la 
doxorubicine (tableau II). Le milieu SFHF est un milieu contenant des vitamines et des 
antioxydants permettant d'éviter un effet trop cytotoxique sur les cardiomyocytes lors de 
l'utlisiation de la doxorubicine. 
Tableau II- Composilion des milieux sans sérum (SF) el sans sérum 1 sans hormone (SFHF) 
ulilisés pour la culture primaire des cardiomyocytes de raIs néonalaux 
Milieu sans Milieu sans sérum 
Solutions sérum (SF) sans hormone (SFHF) 
Bicarbollate de Sodium 38 mM 38 mM 
Milieu Dulbeco's Eagle Modifié (DMEM) 6.68g/L 6.68g/L 
Milieu ce/lgro Ham's Fl2 (Mediateclt) 5.32g/L 5.32g/L 
BSA salis acide gras (faible ell elldotoxilles) 10giL -
Apo-Tram/érille 2.5mg/L 2.5mglL 
PelllStrep 2% 2'Yo 
ITS Supplémellt de culture (VWR CACB35435/) IX IX 
CIIIorure de Calcium 80mg/L 80mg/L 
FETU/N (Sigma) - 0.25g/L 
L-acide ascorbique - 20mg/L 
M EM- Solutioll d'acides amillés lIoll-essentiels - O.lmM 
Vitamilles (Gibco ///20-052) - IX 
BSAIPalmitate - 0.20% 
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2.2.2 Infections avec les adénovirus 
Les cardiomyocytes sont infectés 24h après la mise en culture, 3 heures après le 
changement de milieu (SF ou SFHF). Les calculs des volumes de la quantité de virus à utiliser 
pour les infections sont effectués à partir du titre viral (en pfu/llL) selon la multiplicité 
d'infection (MOI) optimale des virus et le nombre de cellules à infecter: 
Volume = (nb. de cellules)X MOI 
titre viral 
Les infections sont effectuées sur une période de 48h à 37°C et 5% CO2, en changeant le 
milieu de culture 12-16h post-infection. Une courbe d'infectivité a été effectuée par 
immunofluorescence (non montrée) pour chacun des adénovirus, afin de déterminer la dose 
virale optimale (MOI de 1 à 20). Dans ce projet, une MOI de 2 est utilisée lors de l'infection des 
cellules pour les extraits cellulaires et les ARNm et une MOI de 5 s'est avérée optimale pour les 
immunofluorescences et les analyses TUNEL. Pour le virus PEX1, des MOI de 4, 10 et 20 ont 
été sélectionnées pour les analyses d'immunofluorescence, de qPCR et de western blot 
respectivement. Toutes les expériences ont été effectuées en duplicata au moins deux fois. 
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2.2.3 Traitements à la doxorubicine 
La doxorubicine (DOX), une anthracycline utilisée en chimiothérapie, a été choisie pour 
l'induction de l'apoptose des cardiomyocytes tel que décrit précédemment (Aries et al. 2004). 
Les cellules sont préalablement infectées par les adenovirus sur une période de 24 heures avant 
le traitement. Essentiellement, la DOX (Sigma) est fraîchement dissoute dans le milieu SFHF et 
gardée à l'abri de la lumière. Les traitements DOX sont effectués à 300nM sur une période de 
12h. Les cellules sont ensuite fixées à la paraformaldéhyde 1 % selon la méthode décrite dans la 
section TUNEL (section 2.6.2). 
2.3 Analyses protéiques 
2.3.1 Préparation des extraits nucléaires et cytoplasmiques 
Une fois les cellules lavées au PBS (Pho5phale BL[ffered Saline) on ajoute 1 mL de PBS 
NaOY ImM préalablement refroidi sur glace. Les cellules sont récoltées et transférées dans des 
tubes pour centrifugation à 5 000 rpm à 4°C pour 30 secondes. Le culot est resuspendu dans un 
volume approprié (~400/lLlpétri de 100mm) de tampon hypotonique (HEPES 20mM pH 7.9, 
NaF 20mM, Na pyrophosphate ImM, Na orthovanadate ImM, Na molybdate 0,25mM, ~­
glycérophosphate 40mM, EDTA 1mM, EGTA ImM, DTT 2mM, PMSF 0,5mM, Leupeptine 10 
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~lg/mL, Aprotinine 10 ~g/mL et Pepstatine 10 ~lg/mL). Après 15 minutes sur glace, on ajoute du 
NP-40 pour obtenir une concentration finale de 0,5%. Les échantillons sont ensuite vortexés 20 
secondes et centrifugés à 13 000 rpm à 4°C pendant 30 secondes. Le surnageant représente la 
fraction cytoplasmique conservée à -80°C. Le culot est de nouveau resuspendu avec un volume 
approprié (:::::5 fois le volume du culot) de tampon à forte teneur en sels (HEPES 20mM pH 7.9, 
NaF 20mM, Na pyrophosphate 1mM, Na orthovanadate 1mM, Na molybdate 0,25 mM, ~­
glycérophosphate 40mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, Glycérol 20 %, NaCL 0,4 M, DTT 2 mM, 
PMSF 0,5 mM, Leupeptine 10 ~g/mL, Aprotinine 10 ~g/mL et Pepstatine 10 ~g/mL). Les 
échantillons sont agités pendant 1 heure à 4°C sur vortex et centrifugés à 13 000 rpm à 4°C 
pendant 20 minutes. Le surnageant représente la fraction nucléaire conservée à -80°C. 
2.3.2 Préparation des extraits cellulaires totaux 
Une fois les cellules lavées au PBS on ajoute un volume approprié (:::::250~Llpétri de 
100mm) de tampon d'extraction (Tris Hcl 50mM pH 7,5, NaCl250 mM, NP-40 0,1 %, EDTA 5 
mM, DTT 2 mM, PMSF 0,5 mM, Leupeptine 1 0 ~g/mL, Aprotinine 1 0 ~g/mL et Pepstatine 10 
~g/mL). Après 30 minutes d'incubation à 4°C les cellules sont récoltées dans des tubes pour 
centrifugation à 5 000 rpm à 4°C pendant 30 secondes. Le surnageant représente la fraction des 
protéines totales conservée à -80°C. 
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2.3.3 SDS-PAGE/Western Blot 
Les gels de séparation sont composés d'acrylamide 12,5 % dans Tris-HCl 250 mM pH 
8.8, SDS 0,1 %, APS 0,0001 % et TEMED 0,0004 %. On laisse polymériser pendant 10 minutes 
entre deux plaques de verre avec séparateurs. On ajoute ensuite le gel d'empilement 
d'acrylamide 5% dans Tris-HCl 125 mM pH 6,8, SDS 0,1 %, APS 0,0001 % et TEMED 
0,0001 % en insérant un peigne pour la confection des puits. Après 30 minutes de 
polymérisation, les échantillons sont préparés pour la migration. Les échantillons de protéines à 
migrer (5-100~lg) sont ajustés avec le tampon de chargement d'échantillons à IX (6X= Glycerol 
20%, SOS 2 %, Bleu de bromophénol 1,25 mg, Tris-HCl 320 mM pH 6,8 et ~-mercaptoethanol 
5 %). Les échantillons sont amenés à ébullition pendant 5 minutes avant le chargement dans les 
puits du gel. L'électrophorèse est mise en marche en utilisant le tampon d'électrophorèse ( Tris 
25 mM, Glycine 200 mM, SDS 1 %) à une intensité de 100V pendant 15 minutes puis en 
augmentant à 150V pendant environ 60 minutes, ou jusqu'à ce que le bleu de bromophénol 
atteigne le bas du gel. Par la suite, on prépare une membrane de PVDF à 0,45 ~m de porosité 
(Immobilon-P ; Millipore) de grandeur adéquate au gel en l'activant dans le méthanol 100 % 
pendant 15 secondes. La membrane est ensuite brièvement transférée dans l'eau MilliQ, puis 
laissée au repos dans le tampon de transfert (Tris 25mM, Glycine 200mM, Méthanol 20 %). 
Dans une cassette prévue à cet effet, on place un papier éponge et des filtres de papier whatman 
(2) de chaque côté du gel de polyacrylamide et de la membrane de transfert sans provoquer la 
formation de bulles. La cassette est placée dans le module de transfert pour une durée de 90 
minutes à une intensité de 100 à 150V à 4°C dans le tampon de transfert. Ensuite, après le 
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lavage de la membrane au PBS, un premier blocage est effectué avec une solution de lait 5 % 
dans le PBS-Tween 0,2 % (PBS-T) à 4°C toute une nuit durant, sur agitateur. Le lendemain, on 
incube la membrane pendant 1 heure avec le premier anticorps dilué dans le tampon de blocage 
à 1 % de lait (voir le tableau III pour les dilutions utilisées). 
Tableau III: Description des anticorps utilisés lors des analyses de western blot et les 
i mmunofluorescences 
Anticorps Hôte Analyse Couplage Dilution utilisée Source - # catalogue 
ANP (1-28) rat lapin immuno fluorescence - 1/500 Peninsula 
BAF47 souris western blot - 1/1 500 BD Pharnlingen - 612110 
BcI-x s/I (S-18) lapin western blot - 1/500 Santa Cruz - Sc-634 
GATA4(C-term) rat lapin western blot - 1/1 500 Anticorps maison 
HA (Y-II) lapin immunofluo/western - 1/500 Santa Cruz - Sc-805 
PEXI lapin western blot - 1/1 000 Anticorps maison 
a-lapin chèvre western blol Peroxydase 1/50000 Sigma - A6154 
a-lapin chèvre immunof1uorescence Alexa t1uor 546 1/500 Molecular Probe - A-II035 
a-souris chèvre western blot Peroxydase 1/50000 Sigma - A4416 
Phalloïdine - immunot1uorescence Alexa t1uor 488 1/200 Molecular Probe - A 123 79 
Après lavage au PBS-T, la membrane est incubée sur agitateur à température pièce 
pendant 45 minutes avec le second anticorps couplé à la peroxydase dilué dans du PBS-T (voir 
tableau Ill). Après lavage au PBS-T, on prépare la solution de chimiluminescence ECL plus 
(Amersham) selon les directives du manufacturier et on l'applique sur la membrane pendant 5 
minutes à température pièce, à exposition lumineuse réduite. La membrane est enveloppée dans 
une pellicule de plastique et transférée dans une cassette pour une exposition sur film à rayon X 
de 20 secondes à 30 minutes, selon le niveau d'expression des protéines. 
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2.4 Analyses d' ARN 
2.4.1 Extraction de l'ARN total 
L'ARN total est extrait des cellules en culture selon les directives du manufacturier du 
réactif TRIZOL (lnvitrogen). Essentiellement, les cellules sont lysées en ajoutant le réactif 
TRIZOL (2 mL/pétri de 100mm). Les cellules sont ensuite récoltées et transfërées dans un tube 
pour une incubation de 5 minutes à température pièce. On ajoute ensuite le chloroforme 
(0,2 mL/mL de TRIZOL) et on agite vigoureusement pendant 15 secondes. Après 2-3 minutes 
de repos, les échantillons sont centrifugés à 12 000 g pendant 15 minutes à 4°C. Le mélange est 
maintenant séparé en une phase rosée phénol-chlorofonne (basse), une interphase (centrale) et 
une phase aqueuse transparente (haute). La phase aqueuse, où l'ARN demeure exclusivement, 
est récoltée et transférée dans un nouveau tube pour la précipitation à l'alcool isopropylique 
(0,5mL/mL de TRIZOL). Après 10 minutes d'incubation à température pièce, les échantillons 
sont centrifugés à 12 000 g pendant 10 minutes à 4 oC, Le culot est ensuite lavé avec de l'éthanol 
75 % (lmL/mL de TRIZOL) préparé avec de l'eau DEPC. Puis, les échantilIons sont vortexés 
brièvement et centrifugés à 7 500 g pendant 5 minutes à 4°C. Le culot d'ARN est finalement 
séché à l'air libre pendant 5 à 10 minutes et resuspendu dans l'eau DEPC (~30~LL). Après une 
incubation de 10 minutes à 60°C pour maximiser la solubilisation, les échantillons sont 
conservés à -80°C, 
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2.4.2 Préparation des ADN complémentaires 
Afin de vérifier l'intégrité de l' ARN, les échantillons ont été migrés sur gel d'agarose 
TAE. Après dosage par spectrophotométrie, les ADN complémentaires (ADNc) sont obtenus 
par réaction enzymatique RT -PCR avec la transcriptase inverse en utilisant le système 
Omniscript (Qiagen). Chaque réaction contient 2J.lg d'ARN, le tampon de réaction (lX), dNTP 
0,5 mM, Oligo-dT primer 95nM, inhibiteurs d'ARNase 0,18U/J.lL, transcriptase reverse 
Omniscript (lJ.lL) et de l'eau sans ARNase. Les échantillons sont ensuite incubés à 37°C pendant 
2 heures et conservés à -20°C. 
2.5 PCR quantitatif 
La confection d'oligonucléotides pour le PCR quantitatif (qPCR) doit respecter certaines 
généralités quant à la qualité du produit de PCR issu de la réaction. Les amorces, composées de 
35 à 75% de GC, contiennent de 20 à 26 nucléotides pour l'amplification d'un produit de PCR 
de 150 à 300 paires de bases. La température de fusion (melting; TM) des amorces doit être 
située près de 58°C. La région C-tenninale des ADNc (équivalent aux ARNm) est généralement 
ciblée en incluant, si possible, deux exons différents pour éviter l'amplification de l'ADN 
génomique s'il y a lieu. Les paires d'amorces sont ensuite testées en effectuant une courbe de 
dilution d'un ADNc exprimant le gène d'intérêt. La courbe standard des amplifications doit 
avoir un pourcentage d'eflicacité situé entre 95 et 105% et la courbe de dissociation doit montrer 
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l'amplification d'un seul produit de PCR. Une fois approuvés, les oligonuc1éotides sont utilisés 
pour une réaction quantitative d' ADNc préparés selon la méthode décrite dans la section 
précédente. 
Chaque échantillon est préparé à partir d'une dilution d'ADNc (1:100) de laquelle 2J.lL 
sont utilisés pour la réaction. La concentration de chaque oligonuc1éotide est de 0,6J.lM et le 
SybrGreen MasterMix (Qiagen) est utilisé à concentration finale de IX. Les conditions de qPCR 
sont décrites par le manufacturier (Qiagen). Tous les oligonuc1éotides utilisés dans cette étude 
sont décrits dans le tableau IV. Afin de nonnaliser la quantification d'ARNm pour chaque 
échantillon, les amorces de l'ARNm de la protéine S 16 de la sous-unité ribosomiale 40S ont été 
utilisées comme contrôle interne. Toutes les expériences ont été effectuées en duplicata au 
moins deux fois. 
Tableau IV: Description des oligonucléotides utilisés lors des analyses par qPCR 
Gène Oligonucléotides sens Oligonucléotides antisens 
Pro/éineS16 (40S) TCTGGGCAAGGAGAGATTTG CCGCCAAACTTCTTGGATTC 
a-Sk-ac/i"e CAACAGCATCATGAAGTGCGAC TACTCCTGCTTGGTGATCCACATC 
a-ac/ille-ca AAACTGTGTTATGTCGCCCTGG ACAGGACATTGTTGGCGTACAG 
a-MHC (1111'11 6) AAGCTGCAGTTGAAGGTGAAGG AGCTTGTTGACCTGGGACTC 
~MHC(myll7) AACACCAACCTGTCCAAGTTCC ATCCTTAGGGTTGGGTAGCACAAG 
ANP CCGATAGATCTGCCCTCTTG TCCAGGAGGGTATTCACCAC 
BNP CAGCTCTCAAAGGACCAAGG CTTGAGAGGTGGTCCCAGAG 
PEX CCTTATGAATGTAAAGGGTGTGG CTCCAATATGAATTTTCTCATGCTC 
GA TA4-endogène 
(3'UTR) GGACATAATCACCGCGTAATCAGCA GAAGTCTCCTGCTCACTGAAGAGC 
GATA4-exogè"e 
(HA-G4) TTATGACGTGCCTGACTATGCC ACAGGCGTTGCATAGGTAGTGTC 
GA TA4-/o/aT 
(C-/ermÏl1l1/) CAGCAGCAGTGAAGAGATGC ATGTCCCCATGACTGTCAGC 
G4(201-440) 
exogène (HA-G4) TTATGACGTGCCTGACTATGCC GGTGGTAGTCTGGCAGTTGG 
GATA4 FlOBA 
(pCGN) *c101l11o e GATCCTCGAGATGGCTTCTAGCTATCCTTATG GATCAAGCTTTTACGCGGTGATTATGTC 
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2.6 Analyses cellulaires 
2.6.1 Immunofluorescences 
Les analyses d'immunofluorescences ont été effectuées pour déterminer les cellules 
infectées par les adénovirus (aHA), détecter les variations d'expression de certaines protéines 
cardiaques (aANP et aGA T A4) et observer la réorganisation cytosquelettique (phalloïdine). Les 
dilutions utilisées sont mentionnées dans le tableau III. Ainsi, après 48 heures d'infection des 
cardiomyocytes avec les adénovirus, les cellules sont lavées au PBS et fixées avec de la 
paraformaldéhyde 4 % fraîchement diluée dans du PBS, pH 7.4 pendant 10 minutes à 
température pièce. Après lavage au PBS, on perméabilise les cellules avec une solution de PBS-
Triton 0,2 % pendant 15 minutes à température pièce. On lave encore les cellules au PBS avant 
de procéder à leur blocage avec une solution de PBS-Tween 0,2 % BSA 5 % pendant 3 heures à 
température pièce. Les échantillons sont ensuite incubés avec le premier anticorps, dilué dans la 
solution de BSA, à 4°C pendant toute la nuit (tableau III). Les cellules sont lavées avant 
d'effectuer un deuxième blocage avec la solution de BSA pendant 30 minutes à température 
pièce. Les échantillons sont incubés à température pièce pendant 45 minutes dans la solution de 
BSA contenant le second anticorps dilué et la phalloïdine (tableau III). Après le lavage des 
cellules au PBS, on etIectue une coloration DAPI pendant 10 minutes, en agitant à température 
pièce. Après lavage au PBS, les lames sont montées avec du Vectashield (Vectar) et du vernis, 
puis conservées à 4°C à l'abri de la lumière. Les photos sont prises au microscope à 
fluorescence à 350nm, 488nm et 546nm. 
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2.6.2 TUNEL 
Le kit de détection d'apoptose ApopTag® Fluorescein (Chemicon/Millipore) pennet de 
révéler les cellules apoptotiques in situ par la méthode indirecte Terminal 
Deoxynucleotidyltran~fèrase-Media{ed dUTP End-Labeling (TUNEL). Par l'intermédiaire d'un 
anticorps anti-digoxigénine conjugué à la fluorescine et l'enzyme Terminal 
Deoxynucleotidyltramfèrase (Tdt) , tous deux fournis par le manufacturier, il est possible de 
détecter les cellules dont l'ADN est fragmenté en réponse à l'apoptose. En effet, la fluorescine 
est transfërée sur l'extrémité 3'-OH des fragments d'ADN grâce à l'enzyme TdT, ce qui pennet 
la détection des cellules apoptotiques par observation à 488 nm. Ainsi, après le traitement dox, 
les cardiomyocytes sont lavées au PBS, et fixées avec de la paraformaldéhyde 1 % fraîchement 
diluée dans du PBS, pH 7.4 pendant 10 minutes à température pièce. Les cellules sont lavées de 
nouveau avec du PBS avant d'être pérméabilisées (5 minutes à -20°C) avec une solution 
Éthanol:Acide acétique (2: 1) préalablement reti'oidie. On lave ensuite les spécimens avant 
l'application du tampon d'équilibration. Après une incubation de 30 à 60 minutes à température 
pièce, on applique la solution enzymatique TdT (30% enzyme TdT et 70% de tampon de 
réaction) directement sur les spécimens en incubant à 37°C pour 60 minutes. On ajoute le 
tampon d'arrêt/lavage pour 10 minutes à température pièce, puis on lave les cellules au PBS. 
Ensuite, la solution anti-digoxigénine conjuguée est appliquée directement sur les spécimens, 
qui sont ensuite incubés en milieu humidifié à température pièce pendant 30 minutes à l'abri de 
la lumière. Après le lavage des cellules au PBS, on effectue une coloration DAPI pour 10 
minutes en agitant à température pièce. Après lavage au PBS, les lames sont montées avec du 
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Vectashield (Vector) et du vernis, puis conservées à -20°C à l'abri de la lumière. Les photos sont 
prises au microscope à fluorescence à 350nm et 488nm. Pour les analyses de chaque adénovirus 
± dox, 10 champs comprenant de 300 à 800 cellules/champ, ont été comptés. Les expériences 
ont été effectuées deux fois en duplicata. Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant 
le test de T non pairé bilatéral avec le logiciel Prism (GraphPad Sofiware). Les moyennes ± 
SEM (erreur standard sur la moyenne) ont été calculée pour chaque conditions et les valeurs 
dont le P :s 0,05% sont considérées comme significativement différentes des valeurs avec 
lesquelles elles ont été comparées. 
2.6.3 Analyse de la régulation transcriptionnelle 
2.6.3.1 Transfèctions transitoires 
Afin de déterminer l'effet de certains facteurs de transcription sur des promoteurs cibles, 
des analyses de transfections transitoires de ces promoteurs liés à un gène rapporteur, en 
l'occurrence la luciférase, ont été effectuées. Dans la présente étude, le promoteur Bcl-XL 
(figure 15A section 3.4.1) a été utilisé. Ce plasmide contient 747 pb du promoteur (souris) et a 
déjà été décrit précédemment (Arie et al. 2004). Les différentes protéines GATA4 étaient 
clonées dans le vecteur d'expression pCGN, et ont déjà été décrites précédemment (Charron et 
al. 2001). Les transfections transitoires ont été effectuées dans des cellules NIH 3T3 mises en 
culture à 35,000 cellules/puits dans des plaques 12 puits en croissance dans du DMEM 
supplémenté de FBS 10% et de Penstrep 1 %. Environ 24 heures après la mise en culture et 3 
heures avant la transfection, on procède au changement de milieu. Les dilutions adéquates des 
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plasmides à transfecter sont préparées en ajoutant les solutions de CaCh (Tris Hel 2mM pH 7,9, 
EDTA 0,2 mM et CaCl2 (2H20) 500mM) et HBS (HEPES 50 mM pH 7,1, NaCI 280mM et 
Na2HP04(7H20) 1,5 mM). En laissant reposer 10 minutes, on ajoute le mélange aux cellules en 
culture et on change le milieu le lendemain. 
2.6.3.2 Luciférase 
Cette expérience est effectuée 48 heures après la transfection. On aspire le milieu de 
culture des cellules, puis on ajoute une quantité adéquate du tampon de lyse (Tris Hel 100mM 
pH 7,9, NP-40 0,5 %, DTT 1 mM). Après 10 minutes à température pièce sur agitation, le lysat 
de chaque puits est transféré dans des tubes de plastique pour lecture au luminomètre. Cette 
lecture est effectuée en utilisant une solution de luciférine (1 Tris-HCl: 8 H20: 1 
Luciferine). Les expériences ont été répétées deux fois, en duplicata. Les analyses statistiques 
ont été effectuées en utilisant le test de T non pairé bilatéral avec le logiciel Prism (GraphPad 
Software). Les moyennes ± SEM ont été calculée pour chaque conditions et les valeurs dont le P 
:S 0,05% sont considérées comme significativement différentes des valeurs avec lesquelles elles 
ont été comparées. 
CHAPITRE III. RÉSULTATS 
3.1 Rôle du domaine de transactivation N-terminal de GATA4 dans 
l' hypertrophie et la cardioprotection 
Il est connu que la surexpresSlOn adénovirale de GAT A4 dans des cultures 
primaires de cardiomyocytes entraîne la réorganisation du cytosquelette, l'augmentation de 
la surface cellulaire et l'augmentation significative de l'accumulation des protéines totales 
(Charron et al 2001; Liang et al, 2001). Par ailleurs, la surexpression de GATA4 procure 
aussi une amélioration de la survie des cardiomyocytes et une protection contre l'apoptose 
(Aries et al. 2004). 
3.1.1 Construction et caractérisation des adénovirus GATA4 
Afin de déterminer si l'effet hypertrophique et anti-apoptotique de GATA4 
implique des mécanismes communs ou distincts, nous avons décidé de cartographier les 
domaines de GA TA4 impliqués dans l'hypertrophie et la survie cellulaire. Pour ceci, nous 
avons construit quatre adénovirus contenant diverses formes de la protéine GAT A4 ; un de 
type sauvage (WT) et trois difIérents mutants. Deux de ceux-ci contiennent des mutations 
ponctuelles situées dans le domaine de transactivation N terminal soit la sérine 105 et la 
phénylalanine 108 substituées en alanine (figure 7 A). La sérine à la position 105 est un site 
de phosphorylation MAPK de motif PXSP, conservé entre différentes espèces comme la 
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Figure 7. Protéine GATA4 et construction des adénovirus 
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A. Illustration de la protéine GA TA4 montrant les différents domaines fonctionnels de la 
protéine ciblés dans la présente étude. Les mutants ont été construits par mutations 
ponctuelles de la sérine 105 et la phénylalanine 108 en alanine ainsi que par la délétion de 
la partie N-terminale (1-200) incluant un domaine de transactivation de la protéine. 
B. Schéma du modèle de recombinaison homologue utilisé pour la construction des 
Adénovirus. Les vecteurs navettes contiennent les différentes formes de l'ADNc GATA4 et 
l'étiquette HA en N-terminal qui sont sous l'influence d'un promoteur CMV. L'utilisation 
des cellules HEK293 permet de faire la production et l'amplification des adénovirus. 
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La phénylalanine à la position 108, elle, fait partie d'un site de liaison de haute affinité avec 
les MAPK, permettant ainsi l'interaction de GAT A4 avec les différentes MAPK associées à 
sa phosphorylation (Charron et al. 2001). La phosphorylation de GATA4, par l'entremise des 
voies de signalisation des kinases activées, entre autres, par les agonistes hypertrophiques, 
favorise sa propre liaison avec l'ADN et sa fonction de transactivation génique (Charon et al. 
2001). Le mutant de délétion G4(201-440J, quant à lui, contient une protéine délétée de la partie 
N terminale, incJuant la totalité du domaine de transactivation de cette région, mais qui 
conserve les deux doigts de zinc et le domaine de transactivation C-tenninal : ce mutant lie 
l'ADN, interagit avec certains cofacteurs et active la transcription (Charron et al. 1999; 
Morin et al. 2001). Les mutants, ainsi que le type sauvage (WT) de la protéine GAT A4 ont été 
cJonés dans des vecteurs adénoviraux de sérotype 5 par recombinaison homologue selon le 
modèle schématisé dans la figure 7B. Tous les adénovirus construits dans cette étude 
contiennent la séquence étiquette hémagglutinine (HA; YPYDVPDY A), pennettant 
d'identifier facilement dans les cellules, la protéine exogène. 
Les constructions adénovirales ont été préparées selon la technique décrite dans la 
section 2.l.1, qui est schématisée dans la figure 7B. Afin de caractériser les 4 adénovirus 
(WT et 3 mutants), nous avons a priori vérifié leur surexpression dans les cellules HEK293 
par western blot. Nous pouvons observer une forte surexpression des différentes protéines en 
utilisant l'anticorps anti-HA contre les extraits nucJéaires des cellules infectées (figure 8B, 
panneau de gauche). Cette analyse indique que tous les adénovirus produisent une quantité 
équivalente de la protéine attendue dans les cellules HEK293. 
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Afin de déterminer la multiplicité d'infection (MOI) optimale pour les infections 
dans les cardiomyocytes, des analyses dose-réponse ont été effectuées par 
immunofluorescence sur une échelle de 1 à 20. En immunofluorescence, à MOI de 5, le 
pourcentage des cellules infectées était d'environ 90% (figure 8C), alors qu'à MOI de 2, 
moins de 75% des cellules étaient infectées (données non montrées). Pour la 
caractérisation des différents adénovirus et l'analyse comparative des niveaux de protéines 
produites par chaque virus, les cardiomyocytes étaient infectés à MOI de 2. Des amorces 
ont été préparées dans différentes parties de GA TA4 soit dans les régions 5 'UTR, C-
terminale et HAIN-terminale des séquences génomiques, ceci permettant de déterminer 
spécifiquement l'ARN endogène, exogène et total, respectivement (voir tableau IV, section 
2.5). Le niveau d'expression d'ARNm total de GATA4 montre une augmentation 
d'environ 20 fois lors d'infections de cardiomyocytes à MOI de 2 avec les adénovirus 
contenant les mutants SI 05A, FI 08A ou le GA TA4 WT comparativement aux cellules 
infectées avec Lac-Z (figure 8A). Ainsi, les ARNm des trois adénovirus sont produits à des 
niveaux semblables. 
Toutefois, la surexpression de l'adénovirus G4(201-440) n'a pas pu être détectée 
par cette méthode (figure 8A), malgré l'essai de plusieurs paires d'oligonucléotides 
différentes (tableau IV, section 2.5) ciblant les régions N-terminale, centrale et C-terminale 
de la séquence d'ADNe de ce mutant (données non montrées). Il est possible de croire que 
des modifications post-transcriptionnelles seraient effectuées sur les ARNm de cette 
protéine, ce qui empêcherait l'amplification par qPCR. La figure 8B (panneau de droite) 
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montre le western blot avec l'anticorps anti-GATA4 de cardiomyocytes infectés à MOI de 
2 avec les différents adénovirus, ce qui confirme le résultat de l'analyse de l' ARl\T m pour 
GATA4 WT, Sl05A et FI08A (figure 8A). Par contre, il n'a pas été possible de détecter la 
surexpression de la protéine du mutant G4(201-440) par western blot avec l'anti-GATA4 
ou l'anti-HA dans les cardiomyocytes (données non montrées). L'anti-GATA4 cible la 
partie C-terminale de la protéine GATA4, tandis que l'anti-HA, la portion N-tenninale, ce 
qui appuie l'hypothèse qu'un épissage particulier des ARNm ou des modifications post-
traductionnelles de la protéine empêchent la détection de la surexpression de ce mutant par 
cette méthode. Nous avons alors essayé de vérifier l'expression de ce mutant dans les 
cardiomyocytes par immunofluorescence en utilisant l'anticorps anti-HA. Cette fois-ci, 
nous avons pu observer l'expression du mutant G4(201-440J (figure 8C), ainsi que pour les 
autres constructions (figure 9A). 
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Figure 8. Surexpression des différents mutants GAT A4 
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A. PCR quantitatifs effectués à partir d'ADNc de cardiomyocytes ventriculaires de rats 
néonataux infectés par les différents adénovirus utilisés à MOI de 2, mesurant le niveau 
d'expression d'ARNm de GATA4 total et endogène. B. Les extraits nucléaires provenant 
d'infections de cellules par les adénovirus ont été migrés sur SOS-PAGE 12,5% et 
transférés sur membrane de PVDF pour ·western blot. L'anti-HA (Yll) a été utilisé 
(panneau de gauche) pour vérifier la surexpression dans les HEK293 lors de la confection 
des virus à titre encore inconnu à cette étape et l'anti-GATA4 permet de révéler (panneau 
de droite) la surexpression dans les cardiomyocytes infectés à MOI de 2 par trois des virus 
de l'étude. Poids théorique de GAT A4 = 46kDa C. Expression des protéines HA -GAT A4 
WT et HA-G4(201-440) par immunofluorescence tel que révélé avec l'anti-HA (rouge) lors 
d'infections de cardiomyocytes avec les adénovirus Lac-Z, GATA4 et G4(201-440) à MOI de 
5. Le DA PI (bleu) marque les noyaux cellulaires. 
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3.1.2 Effet des différents adénovirus sur la réorganisation sarcomérique des 
cardiomyocytes 
Il est connu que GAT A4 régule l'expression de plusieurs protéines contractiles 
impliquées dans l'hypertrophie cardiaque (Charron et al, 1999). De plus, il a été rapporté 
que la surexpression de GATA4 induit la polymérisation de l'actine filamenteuse (actine-
F) lors de la réorganisation du cytosquelette tout comme la phényléphrine ou l'endothéline-
1 qui sont des stimuli hypertrophiques (Charron et al, 2001). Lors de la réorganisation du 
cytosquelette, on assiste à la polymérisation de l'actine-F qui est détectable par 
immunotluorescence en utilisant la phalloïdine. Dans la présente étude, nous avons pu 
observer, en accord avec la littérature, l'apparence striée des fibres d'acto-myosine dans les 
cardiomyocytes infectés par l'adénovirus GAT A4, comparativement à ceux qui ont été 
infectés par le contrôle Lac-Z (figure 9A). Il est également possible de confirmer la 
surexpression de GATA4 par immunotluorescence en utilisant l'anti-HA. Toutefois, 
lorsqu'on observe l'effet des différents mutants sur la réorganisation cellulaire, on 
remarque certaines divergences comparativement à GAT A4 WT. Ainsi, les mutants SI 05A 
et FI 08A induisent une certaine réorganisation du cytosquelette (figure 10A), mais l'aspect 
global de l'actine-F est plutôt désorganisé. En efTet, les filaments sont striés, mais leur 
distribution est aléatoire et multidirectionnelle comparativement à la distribution 
majoritairement unifonne et unidirectionnelle des filaments des cardiomyocytes infectés 
par GATA4 WT. Par contre, l'adénovirus mutant G4(201-440) ne semble pas induire de 
réorganisation du cytosquelette (figure 1 OA), puisque l'aspect des cellules exprimant HA 
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Figure 9. Réorganisation de l'actine et expression de l'ANP dans les cardiomyocytes 
infectés avec le virus GAT A4 WT 
A. Immunofluorescences montrant la réorganisation de l'actine par coloration à la 
phalloïdine-Alex'488 (vert) et l'expression de la protéine HA-GATA4 tel que révélé avec 
l'anti-HA (rouge) dans les cardiomyocytes infectés avec l'adénovirus GATA4 WT ou Lac-
Z à MOI de 5. On remarque l'aspect strié des filaments d'actine des cellules surexprimant 
GATA4, comparativement à Lac-Z. B. Diminution de l'expression de la protéine ANP 
révélée avec l'anti-ANP I _28 (rouge) dans les cardiomyocytes surexprimant GATA4. 
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Figure 10. Réorganisation de l'actine et de expression de l'ANP dans les 
cardiomyocytes infectés avec les adénovirus exprimant les différentes protéines 
GATA4 
A. Immunofluorescences montrant la réorganisation de l'actine par coloration à la 
phalloïdine-Alex'488 (vert) et l'expression des différentes protéines HA-GA TA4 tel que 
révélé avec l'anti-HA (rouge). L'infection des cardiomyocytes avec les différents 
adénovirus est à MOI de 5. B. Expression de la protéine ANP révélée avec l'anti-ANP'.28 
(rouge) par immunofluorescence lors d'infections de cardiomyocytes par les adénovirus à 
MOI de 5 et dans des cardiomyocytes non infectés. Le DAPI (bleu) marque les noyaux 
cellulaires. 
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s'apparente aux cellules infectées par Lac-Z (figure 9A). Néanmoins, les cellules infectées 
par l'adénovirus G4(201440) semblent être endommagées par l'infection lorsqu'on observe 
l'aspect global des échantillons. L'ensemble de ces données suggère que les domaines de 
GATA4, impliqués dans la réorganisation du cytosquelette, feraient partie de la portion N-
terminale de la protéine. Aussi, les sites St 05 et Ft 08 auraient une implication significative 
pour la réorganisation du cytosquelette suggérant que la phosphorylation et/ou la liaison de 
MAPK serait impliquée dans l'hypertrophie cardiaque. 
3.1.3 Effet des différents mutants de GATA4 sur l'expression des marqueurs de 
l'hypertrophie 
Plusieurs études ont déjà montré que GATA4, en collaboration avec différents 
facteurs de transcription, permettait l'activation transcriptionnelle d'un grand nombre de 
gènes embryonnaires dont plusieurs sont réinduits dans l'hypertrophie cardiaque 
pathologique tels l'ANP, l'a-SK, l'a-MHC et la ~-MHC (Paradis et al. 1996; Hines et al. 
1999 ; Pikkarainen et al. 2004). Ces études impliquaient généralement des analyses de 
promoteurs in vitro (Temsah et Nemer 2005). La régulation des gènes endogènes a été 
surtout étudiée dans le contexte de perte de fonction de GATA4 in vivo (Oka et al. 2006) 
ou de knock-down médié par des adénovirus antisens (Charron et al. 1999) ou d'un 
dominant négatif (Liang et al. 2001). Bien que GA T A4 soit impliqué dans l'activation 
transcriptionnelle de l'ANP, nous n'avons pas pu observer par immunofluorescence une 
augmentation de l'expression de cette protéine dans les cardiomyocytes infectés par 
l'adénovirus GATA4 WT (figure 9B et lOB). Nous avons même remarqué une diminution 
du nombre de cellules qui sécrètent l'ANP lorsqu'on compare au contrôle Lac-Z (2.2% 
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G4WT vs 10.5% LZ). II en est de même pour les mutants S105A (2.5%) et F108A (1.9%) 
qui n'augmentent pas l'expression de l'ANP (figure lOB). Toutefois, le mutant G4(201-
440) ne semble pas inhiber l'expression de l'ANP (11.8%), qui paraît même plus forte que 
dans le contrôle infecté avec Lac-Z (figure lOB). La quantification des cellules qui 
sécrètent l' ANP a été effectuée sur environ 10 champs différents. Étant donné que l' ANP 
n'est pas augmenté lors de l'hypertrophie physiologique tel que celle observée durant 
l'exercice ou au cours du développement postnatal, ces résultats suggèrent que GATA4 
pourrait induire une hypertrophie physiologique. 
Afin d'examiner l'effet de GATA4 sur d'autres marqueurs moléculaires associés à 
l'hypertrophie, des analyses d'ARNm ont été effectuées. La technique du qPCR sur des 
ADNc a été utilisée tel que décrit dans la section 2.5. Pour commencer, nous avons vérifié 
les niveaux d' ARN m de l' ANP dans les cardiomyocytes infectés par les différents 
adénovirus. Ces résultats ont indiqué une diminution des ARNm de l'ANP et du BNP dans 
les cellules infectées par les adénovirus GATA4 WT, Sl05A et F108A, mais non dans ceux 
infectés avec l'adénovirus G4(201-440) (figure Il). Les changements au niveau de l'ANP sont 
donc en accord avec ce qui a été observé en immunot1uorescence (figure lOB). Le profil 
d'expression de l'ARNm des chaînes lourdes de myosine (MHC) q ~t ~ était aussi diminué 
dans les cellules surexprimant GAT A4 ou les mutants SI OSA et FI 08A (figure Il). Par 
contre, une activation de 4 à 5.5 fois des niveaux de l'ARl\lm de l'actine squelettique (Sk-
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Figure Il. Effet des divers adénovirus sur l'expression des marqueurs d'hypertrophie. 
Les ARNm totaux extraits de cardiomyocytes infectés par les différents adénovirus de 
l' étude à MOI de 5 pendant 48h ont été soumis à une transcritpion inverse. Les ADNc ainsi 
obtenus ont été amplifiés par PCR quantitatifs avec les paires d ' amorces spécifiques 
décrites dans le tableau 1. Les résultats sont la moyenne ± STD DEY d ' un n=2 et sont 
représentatifs de 2 expériences indépendantes faites chacune en duplicata. 
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Le virus G4(201-440) ne démontre toutefois aucune différence par rapport au contrôle 
quant à l'ARNm de Sk-a (figure Il). Aucune augmentation de l'expression de l' ARNm de 
l'actine cardiaque (aCa) n'est notable pour tous les adénovirus, même qu'on observe une 
légère diminution pour GATA4 WT et Sl05A et aucun changement pour FI08A et G4(201-
440) par rapport au contrôle Lac-Z (figure Il). Ainsi, l'infection des cardiomyocytes par 
l' adénovirus GAT A4 WT engendre une augmentation de l' actine squelettique, mais pas des 
autres marqueurs impliqués dans l'hypertrophie pathologique, ce qui suggère toujours que 
GA TA4 induit une hypertrophie physiologique. Par ailleurs, les cellules infectées par 
G4(201-440) ne montre aucune augmentation de l'expression de l'actine squelettique, 
suggérant que la partie N-terminale de GATA4 est requise pour induire l'hypertrophie 
myocytaire. 
3.1.4 Effet des différents adénovirus sur la survie cellulaire et la cardioprotection 
La mort des myocytes cardiaques par apoptose accompagne souvent plusieurs 
maladies du cœur (Ogata et al, 2003). Étant donné que la protéine GA TA4 possède un effet 
cardioprotecteur important sur les myocytes cardiaques et qu'elle a été caractérisée comme 
un activateur en amont de différents gènes antiapoptotiques (Aries et al, 2004), nous avons 
voulu étudier l'effet des différents mutants sur la survie des cardiomyocytes. Pour cela, 
nous avons mesuré l'induction de l'apoptose par la DOX dans les cardiomyocytes infectés 
par les adénovirus exprimant Lac-Z ou les différentes protéines GATA4 à MOI de 5. Ces 
expériences ont été effectuées avec l'essai TUNEL décrit dans la section 2.6.2. Tel que 
lOS 
rapporté précédemment (Arie et al. 2004) nous avons observé une diminution du nombre 
de cellules apoptotiques dans les myocytes surexprimant GAT A4 WT comparativement au 
contrôle Lac-Z (figure 12A et B). De plus, un autre adénovirus surexprimant GATA4, 
utilisé dans les travaux d'Aries et al (2004), a été testé pour comparer les effets 
cardioprotecteurs de l'adénovirus GAT A4 WT construit dans la présente étude, qui diffère 
principalement par la technique de production du virus et de la présence de l'étiquette HA 
au début de la région N-terminale. Pour les deux adénovirus GATA4 WT, on observe une 
diminution d'environ 50 % de l'apoptose induite par la DOX par rapport au contrôle Lac-Z 
(figure 12B). D'autres analyses TUNEL ont été effectuées sur les cardiomyocytes infectés 
par les adénovirus exprimant les mutants de GATA4. On note une nette perte significative 
(P ~ 0,05%) de la fonction cardioprotectrice pour les 3 constructions SI 05A, FIOSA et 
G4(201-440) par rapport au contrôle, GATA4 en l'occurrence (figure 13). On remarque que le 
traitement DOX entraîne 50 % plus de mortalité pour les cellules surexprimant les trois 
mutants comparativement à celles qui sont infectées par GAT A4 WT. De plus, on observe 
que l'apoptose basale est augmenté de près de 50 % (P ~ 0,05%) dans les cardiomyocytes 
surexprimant les protéines mutantes par rapport aux cardiomyocytes surexprimant GAT A4 
ou le contrôle Lac-Z (figure 13). Ceci suggère que la surexpression des mutants GATA4 
serait néfaste pour la survie des cardiomyocytes et que les domaines impliqués dans la 
réorganisation du cytosquelette pourraient chevaucher ceux qui sont impliqués dans la 
cardioprotection. 
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Figure 12. Effet cardioprotecteur de GATA4 
A. Analyse TUNEL (vert), avec DAPI (bleu), par fluorescence de cardiomyocytes infectés 
par l'adénovirus GATA4 WT et Lac-Z (MOI 5) soumis ou non à un traitement DOX. 
B. Analyse quatitative de l'apoptose observée avec, ou sans, traitement DOX pour deux 
adénovirus surexprimant GAT A-4 WT dans les cardiomyocytes infectés à MOI de 5. La 
construction GATA4-WT provient des études précédentes (Aries et al. 2004) et 
(HA)GA TA4-WT est celle développée et utilisée dans la présente étude. Un total de 10 
champs contenant 300 à 800 cellules chacun a été compté pour chaque condition. Les 
résultats obtenus sont la moyenne ± SEM de 4 expériences. Les tests de T ont pennis 
d'identifier les moyennes anotées *, qui sont significativement différentes (P ::::: 0,05%) du 
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Figure 13. Effet des différentes protéines GAT A4 sur la survie cellulaire 
Analyse quatitative de l'apoptose observée avec, ou sans, traitement DOX pour les 
différents adénovirus surexprimant Lac-Z, GATA4 WT, SI 05A, FI08A et G4(201-440) dans 
les cardiomyocytes infectés à MOI de 5. Un total de 10 champs contenant 300 à 800 
cellules chacun a été compté pour chaque condition et les résultats sont la moyenne ± SEM 
de quatre déterminations indépendantes. Les tests de T ont permis d'identifier les moyennes 
anotées *, qui sont significativement différentes (P S 0,05%) des contrôles Lac-Z et 
GAT A4 en absence de DOX. Les .. réfèrent aux moyennes significativement différentes 
(P S 0,05%) de GATA4 en présence de DOX. Le _ identifie la valeur P S 0,05% 
comparativement à Lac-Z en présence de DOX. 
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La protéine Bcl-X, faisant partie de la famille Bel-2, inhibe l'apoptose d'une part, 
en maintenant l'intégrité membranaire des mitochondries et d'autre part, en prévenant le 
relâchement de divers fàcteurs pro-apoptotiques. GAT A4 est reconnu pour être un 
activateur en amont de Bel-X, qui est un des effecteurs de GATA4 dans la survie cellulaire 
(Aries et al, 2004). Le western blot de la figure 14 montre l'expression de la forme longue 
active (L) et courte inactive (S) de la protéine Bel-X dans des cardiomyocytes infectés à 
MOI de 2, par les différents adénovirus de l'étude. Il est possible d'observer une 
augmentation de Bel-Xs dans les extraits nueléaires provenant des cardiomyocytes infectés 
avec les adénovirus exprimant toutes les protéines GAT A4 par rapport à ceux exprimant le 
contrôle Lac-Z. Toutefois, Bel-XL, soit la fonne anti-apoptotique (Chen et al. 2007), est 
uniquement induite en réponse à la surexpression de GAT A4 WT et des mutants SI 05A et 
F108A, qui augmentent Bel-XL moins que GATA4 WT. Le mutant G4(201-440), lui, n'induit 
pas du tout la fonne longue de Bel-X (figure 14). Ainsi, le ratio Bel-XLI Bel-Xs est> 1 
uniquement dans les cardiomyocytes expriment GATA WT, ce qui corrèle avec l'effet 
cardioprotecteur observé. 
Nous avons aussi effectué des transfections transitoires, couplées à des mesures de 
l'activité luciférase, afin d'évaluer l'effet transcriptionnel des différents mutants GATA4 
sur le promoteur de Bel-XL (figure 15A). À dose croissante de 25 à 100 ng, la transfection 
de GATA4 WT dans des NIH 3T3 montre une activation d'environ 3 à 4 fois du promoteur 
(figure 15B). Aux mêmes concentrations, on remarque que les mutants SI 05A, F10SA et 
G4(20 1-440) entraîne une activation maximale de 1,5 fois, soit 2 fois moins que le GAT A4 
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WT (figure 15B) bien que peu de valeurs sont significativement différentes (P :S 0,05%) au 
contrôle GATA4. Par ailleurs, si les mutants sont cotransfectés à 50 et 100ng en présence 
d'une dose constante de SOng de GATA4 WT, on assiste à une répression 
significativement différente (P :S 0,05%) pour la majorité des activation normale du 
promoteur BCL-XL par GATA4 WT suggérant que les mutants pourraient agir comme 
dominants négatifs de la protéine WT (figure 15C). Somme toute, l'activation du 
promoteur Bel-XL par GA TA4, semble être altérée par les mutations des sites 105 et 108 et 
la déletion de la partie N-terminale. Ceci concorde avec les résultats obtenus 
précédemment avec les analyses TUNEL ainsi que le western blot qui montrent une 
augmentation de l'apoptose et une diminution de l'expression de la protéine Bel-XL, 
respectivement, dans les cardiomyocytes infectés avec les adénovirus exprimant les 
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Figure 14. Effet des différentes protéines GATA4 sur l'expression de la protéine 
antiapoptotique Bcl-X 
Les extraits cellulaires totaux des cardiomyocytes infectés par les différents adénovirus à 
MOI de 2 ont été migrés sur SDS-PAGE 15% et transférés sur membrane de PVDF pour 
western blot. L'anti-Bcl-X a été utilisé pour vérifier l'expression des formes longue (Bc1-
Xd et courte (Bc1-Xs) de la protéine. Les données sont représentatives de deux expériences 
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Figure 15. Effet de GAT A4 WT et ses mutants sur le promoteur Bel-XL 
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A. Schéma du promoteur Bel-XL utilisé pour les transfections transitoires indiquant les sites 
GATA (modifié de Aries et al. 2004). S= souris H= Humain B. Activation du promoteur 
Bel-XL lors de co-transfections transitoires dans les NIH 3T3 avec des vecteurs 
d'expression de GATA4 WT et des différents mutants. l/-lg de rapporteur a été utilisée avec 
25 et 50 ng de vecteurs d'expression. C. Inhibition de l'activation par GATA4 du 
promoteur Bel-XL par des doses croissantes des mutants utilisés et une dose constante de 50 
ng du vecteur d'expression GATA4 en combinaison avec 50 et100ng des vecteurs 
exprimant les mutants. Les différentes séquences codantes de GAT A4 sont elonées dans le 
vecteur d'expression pCGN qui ont été décrits précédemment (Charron et al. 2001). Les 
résultats sont la moyenne ± SEM de n=2 expériences indépendantes. Les tests de T ont 
permis d'identifier les moyennes anotées *, qui sont significativement différentes (P :s 
0,05%) des valeur de GAT A4 à dose équivalente (A) ou à valeur de 50ng (B) . Le • réfère 
à la moyennes dont P :s 0,05% lorsque comparé au contrôle GA TA4 à dose équivalente (A) 
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3.2 Rôle de la protéine PEXI dans la crOissance et la survie des 
cardiomyocytes 
Des études récentes de notre laboratoire ont montré que GATA4 et PEXI 
interagissent mutuellement et activent de manière synergique la transcription de gènes 
reliés à l'hypertrophie des cardiomyocytes (Debrus et al, 2005). Par ailleurs, notre 
laboratoire a rapporté pour la première fois, à l'aide d'une stratégie antisens dans les 
cardiomyocytes, un rôle obligatoire de PEXI dans la réponse hypertrophique induite par la 
PE et 1 1 qui rappelle celui de GA TA4 (Charron et al. 2001 ; Debrus et al 2005 ; 
Komati et al, en cours). Pour tester l'effet d'un gain de fonction de PEXI dans les 
cardiomyocytes, nous avons donc entrepris de déterminer si la surexpression de PEX 1 
suffisait pour induire l 'hypertrophie, et si, comme GATA4, PEXI régulait la survie des 
cardiomyocytes. 
3.2.1 Construction et caractérisation de l'adénovirus PEXl 
La construction d'un adénovirus surexprimant PEX1 et contenant l'épitope HA en N-
terminale (figure 16A) a été effectuée selon la technique décrite dans le chapitre précédent 
(section 2.1), qui est schématisée dans la figure 78. L'adénovirus exprimant PEX1 a été 
caractérisé tel que décrit pour les adénovirus GA TA4 (section 3.1.1) et les MOI optimales 
ont préalablement été déterminées pour chacune des expériences. La surexpression de PEXI 
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Figure 16. Adénovirus PEXI et surexpression de la protéine 
A. Illustration de la construction adénovirale PEXI sous l' influence du promoteur CMV. 
La protéine possède 13 doigts de zinc et l'étiquette HA en N-tenninal. B. Les extraits 
nucléaires des cellules HEK293 ont été migrés sur SDS-PAGE 12,5% et transférés sur 
membrane de PVDF pour western blot. L'anti-HA (YI1) a été utilisé pour vérifier la 
surexpression dans les cellules infectées par PEXI à MOI initialement évaluée à 1 et à 20, 
par LacZ à MOI de 20. C. PCR quantitatifs effectués à partir d'ADNc de cardiomyocytes 
ventriculaires de rats néonataux mesurant le niveau d'expression d'ARNm de PEXI total et 
endogène à MOI de 10. Poids théorique de PEXI L ~ 45kDa 
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surexpression de la protéine dans les cardiomyocytes n'a pas pu être mise en évidence 
(données non montrées). Toutefois, on observe une nette différence des niveaux d'ARNm 
de PEX1 (~25 fois) dans les cardiomyocytes infectés par l'adénovirus PEX1 à MOI de 10 
par rapport à ceux exprimant le contrôle LacZ (figure 16C). Il est possible de croire que la 
protéine subisse des modifications post-traductionnelles dans les cellules cardiaques, 
empêchant ainsi de voir l'expression de l'étiquette HA en N-termina1 (figure 16A) par 
western blot et par immunofluorescence. Cette constatation est renforcée par l'apparition de 
deux formes différentes de PEX1 lors de son induction par GATA4 dans les 
cardiomyocytes (figure 18B à gauche). La présence d'une forme longue et courte de la 
protéine pourrait faire partie du mécanisme de régulation de la protéine, modulant ainsi son 
activité transcriptionnelle et transactivatrice dans les cellules cardiaques. 
3.2.2 Effet de la surexpression de PEXl sur la réorganisation du cytosquelette et les 
marqueurs de l'hypertrophie 
Tel que mentionné ci haut, l'infection de cardiomyocytes avec un adénovirus 
exprimant l'antisens-PEX1 abroge la réponse hypertrophique à la PE et l'ET-1 (Debrus et 
al 2005 et Komati et al, en cours). De manière intéressante, nous avons observé que la 
surexpression de PEX1 dans les myocytes cardiaques induit une réorganisation du 
cytosquelette a111S1 qu'une accumulation d'ANP (figure 17 A) indiquant que PEX 1 est 
essentiel, et que sa surexpresslOn est suflisante pour induire l 'hypertrophie des 
cardiomyocytes postnataux. Il est important de noter que le phénotype de la surexpression 
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de GAT A4 est similaire à celui de PEX 1 quant à la réorganisation sarcomérique, mais 
divergeant en ce qui a trait à l'accumulation de l'ANP (figure 17 A). En considérant que 
l'activation transcriptionnelle de l'ANP au niveau ventriculaire est indicatrice des 
changements génétiques associés à l'hypertrophie cardiaque pathologique, il est possible 
de croire que GAT A4 soit surtout un régulateur de l'hypertrophie physiologique et que 
PEX soit un médiateur nucléaire de la signalisation des RCPG dans le cœur, impliqué dans 
l'hypertrophie pathologique. De plus, en effectuant des qPCR sur des ADNc de 
cardiomyocytes infectés par PEX1, nous avons observé une augmentation des niveaux 
d'ARNm du BNP (près de 2 fois) et de a-SkA (près de 5 fois) après 24 et 48 heures 
d'infection, respectivement (figure 17B). PEXI serait un inducteur de ces marqueurs de la 
réponse hypertrophique qui font partie des gènes cardiaques a l/ET -1-inductibles (Zechner 
et al, 1997 ; Luodonpaa et al 2001). Toutefois, les analyses par PCR quantitatif en ce qui 
concerne l'ANP, l'a-MHC , la p-MHC et l'actine cardiaque n'ont pas montré de 
diffërences significatives par rapport au contrôle LacZ aux MOI utilisées pour l'infection 
(données non montrées). Il est donc possible que PEXI affecte l'accumulation de l'ANP et 
non sa synthèse par un effet indirect sur sa sécrétion. Ainsi, l'effet transcriptionnel de 






























Figure 17. Effet de PEXI sur la réorganisation cellulaire et les marqueurs 
d' hypertrophie. 
A. Immunotluorescences montrant la réorganisation de l'actine par coloration à la 
phalloïdine-Alex<488 (vert) avec l'expression de la protéine ANP (anti-ANP I _28 en rouge) 
lors d'infections de cardiomyocytes avec l'adénovirus GATA4 WT à MOI de 5 et PEXI à 
MOI de 4 . On remarque l'aspect strié des filaments d'actine des cellules surexprimant 
GA T A4 et PEX l , comparativement à Lac-Z. B. PCR quantitatifs effectués à partir d' ADNc 
de cardiomyocytes ventriculaires de rats néonataux mesurant le niveau d'expression d'ARNm 
de BNP et d 'a-SkA lors des infections avec les adénovirus PEX-l utilisé à MOI de 4. 
L'expression des ARNm de BNP et d' a -SkA a été mesurée après 24h et 48h d'infection . Les 
résultats proviennent d' une expérience effectuée en duplicata (± STD DEY) et sont 
représentatifs de deux expériences indépendantes. 
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3.2.3 Co-régulation mutuelle de PEXI et GATA4 
effets cellulaires et géniques semblables obtenus par GAT A4 et PEX 1 peuvent 
s'expliquer par le fait que les deux protéines font partie d'un complexe transcriptionnei et 
qu'elles agissent comme cofacteurs l'une de l'autre. Des analyses in vitro de co-
transfection de PEXI et GA TA4 suggèrent que ces deux facteurs de transcriptions 
interagissent physiquement et fonctionnellement ensemble (Debrus et al 2005). De plus, il 
est possible que les deux protéines régulent mutuellement la transcription de leurs gènes de 
façon à générer une boucle d'amplification ou qu'ils soient simplement en amont l'un de 
l'autre. Ce genre de relation est observée avec d'autres cofacteurs de GATA4, notamment 
Nkx2.5, SRF et MEF2 (Akazawa et Komuro 2003). Afin de déterminer si PEXI et 
GA T A4 sont des activateurs mutuels, nous avons mesuré les changements de l'expression 
de PEXI dans les cardiomyocytes surexprimant GATA4. La surexpression de GATA4 
WT, de SI 05A et FI 08A dans les cardiomyocytes permet d'augmenter le niveau des 
ARNm de PEXI (figure 18A) ainsi que celui des protéines PEXI (figure 18B panneau de 
gauche). Toutefois, le mutant G4(201-440) ne semble pas modifier l'expression de PEXI au 
niveau des ARNm (figure 18A) et de la protéine (données non montrées). Ainsi, 
l'activation de PEX 1 corrèle avec la capacité des protéines GA T A4 à induire 
l'hypertrophie. La surexpression de PEXI semble également entraîner l'activation de 
GATA4 dès 24h, mais encore plus, après 48h d'infection (figure 18B, panneau de droit). 
Ces résultats indiquent que PEXI et GATA4 sont des régulateurs mutuels en plus d'agir 
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A. PCR quantitatifs effectués à partir d' ADNc de cardiomyocytes ventriculaires de rats 
néonataux infectés par les différents adénovirus à MOI de 2, mesurant le niveau d'ARNm 
de PEXI (n=2, représentatif de 2 expériences indépendantes ± STD DEY). B. Les extraits 
nucléaires des cardiomyocytes infectés par les différents adénovirus ont été migrés sur 
SDS-PAGE 12,5% et transférés sur membrane de PYDF pour Western Blot. L'anti-PEX 
(Debrus et al. 2005) a été utilisé (panneau de gauche) pour vérifier l'effet de la 
surexpression des protéines GATA4 à MOI de 2 (anti-GATA4) sur la protéine PEX1. Dans 
cette figure les deux formes notables de PEXI migrent entre 55 et 60 kDa Sur le panneau 
de droite, on observe l'effet de la surexpression de PEX1 (MOI de 4) sur GATA4 dans les 
cardiomyocytes après 24 et 48h d'infection. 
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3.2.4 Effet de PEXI sur la survie cellulaire et la cardioprotection 
Les analyses TUNEL ont permis de démontrer que la surexpression de GA TA4 
confère un potentiel anti-apoptotique aux cardiomyocytes. Considérant ce qui précède, 
nous avons testé l'effet de PEXI sur la survie des cardiomyocytes en utilisant la même 
approche que celle décrite pour GATA4. Tel que le montre la figure 19 (A et B), on 
observe une diminution de plus de 30% de la mortalité des cardiomyocytes infectés par 
PEXI suite au traitement à la DOX comparativement au contôle LacZ. Bien que l'effet 
cardioprotecteur semble plus prononcé pour GAT A4, ces résultats suggèrent que PEX joue 
également un rôle de cardioprotection dans les cellules myocytaires. Cet effet 
cardioprotecteur pourrait être dû à l'activation de GATA4 via PEXl, mais pourrait aussi 
être le résultat de l'activation directe par PEX 1 d'une cascade anti-apoptotique. Des études 
futures devront adresser ces questions. Puisque PEXI ne semble pas réguler l'expression 
de la protéine anti-apoptotique Bel-XL (données non montrée), il est possible de croire que 
d'autres protéines anti-apoptotiques seraient impliquées dans les processus de survie des 
cardiomyocytes 
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Figure 19. Effet de la surexpression de PEXI sur la survie cellulaire 
A. Analyse TUNEL (vert), avec DAPI (bleu), par fluorescence de cardiomyocytes infectés 
par l'adénovirus PEXl et Lac-Z (MOI 5) soumis ou non à un traitement DOX. B. 
Quantification des cellules apoptotiques tel que déterminé par les analyses TUNEL, avec 
ou sans traitement de DOX, de cardiomyocytes infectés (MOI de 5) avec les adénovirus 
Lac-Z, GAT A4 WT et PEXI. Un total de lO champs contenant 300 à 800 cellules chacun a 
été compté pour chaque condition et les résultats sont la moyenne ± SEM de quatre 
déterminations indépendantes. Les tests de T ont permis d'identifier la moyennes anotées *, 
qui est significativement différentes (P .:s 0,05%) du contrôle Lac-Z en présence de DOX. 
CHAPITRE IV. DISCUSSION 
Plusieurs facteurs de transcription font partie des cascades intracellulaires de la 
réponse hypertrophique des cardiomyocytes, mais peu de régulateurs transcriptionnels ont 
été répertoriés comme étant des effecteurs nodaux de la reprogrammation génique lors de 
l'hypertrophie cardiaque. La protéine à doigt de zinc GATA4 représente un des fàcteurs de 
transcription les mieux caractérisés, lequel régule l'expression génique du développement 
et de la différentiation cardiaques (Molkentin, 2000 ; Peterkin et al. 2005). Chez l'adulte, le 
niveau d'expression de GA T A4 est augmenté sous des conditions de stress 
physiopathologique, participant entre autres à l'induction de gènes impliqués dans 
l'hypertrophie cardiaque et la survie cellulaire (Akazawa et Komuro, 2003 ; Aries et al. 
2004). La présente étude a permis d'associer certaines régions et domaines fonctionnels de 
la protéine GAT A4 à la réorganisation cellulaire et à la survie des cardiomyocytes. 
Effectivement, il a été trouvé que la partie N-terminale de GATA4 est nécessaire pour la 
réorganisation cytosquelettique des cardiomyocytes, impliquant entre autres les sites 
d'interaction avec les MAPK, Sl05 et FI08. Cependant, l'impact de ces sites sur l'activité 
de GA TA4 pour la survie cardiomyocytaire semble encore plus important que leur 
influence sur l 'hypertrophie cardiaque. Ainsi, la région N-terminale de GATA4 est 
essentielle pour son activité dans la croissance ainsi que pour la survie des cellules, mais 
via des mécanismes distincts. Ce travail a aussi permis de mieux caractériser le rôle d'un 
nouveau facteur de transcription, PEXI, dans l'hypertrophie des myocytes cardiaques, tout 
en exposant sa fonction de collaborateur avec la protéine GATA4. 
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4.1 Régulation du programme génétique de l'hypertrophie 
cardiaque 
L'hypertrophie cardiaque est caractérisée, entre autres, par un patron d'expression 
génique spécifique, souvent associé à la réinduction de gènes principalement exprimés lors 
du développement embryonnaire. Effectivement, lors de l 'hypertrophie induite par des 
agonistes tels que l'ET-l, la PE et l'Ang II, on assiste à la réinduction des gènes fœtaux 
incluant l'actine squelettique (a-SkA), l'actine cardiaque (a-Ca), les chaînes lourdes de 
myosine -a et -p (a/p-MHC), ainsi qu'au réarrangement des chaînes d'acto-myosine et à la 
réorganisation subséquente du cytosquelette (Carè et al. 2007). Le cytosquelette est une 
structure flexible et dynamique impliquée dans une variété de fonctions cellulaires 
essentielles pour la survie des cellules, incluant la motilité, l'intégrité de la forme cellulaire, 
l'adhésion des cellules et l'interaction avec la matrice extracellulaire ainsi que l'ancrage des 
organelles (Mazza et al. 2007). Durant l'hypertrophie cardiaque, les petites protéines G 
(RhoA et Cdc42) sont associées aux réarrangements myofibrillaires (Nagai et al. 2003; 
Brown et al. 2006) et les travaux antérieurs de notre laboratoire ont démontré le rôle de 
GA TA4 comme etTecteur transcriptionnel des protéines impliquées dans la réorganisation 
sarcomérique (figure 9A ; Charron et al. 2001). 
Les résultats obtenus par analyses quantitatives des ARNm des marqueurs de 
l'hypertrophie montrent un enrichissement des ARNm de l'a-SkA (figure Il) lors 
d'infections de cardiomyocytes avec GATA4. Toutefois, on observe étrangement une 
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diminution de la quantité des ARNm de a;P-MHC, ce qui suggère que l'activation de 
certains gènes embryonnaires nécessite probablement un apport proportionnel d'autres 
cofacteurs. Des études récentes démontrent en etfet l'importance de 
l'implication/collaboration du tàcteur de transcription SRF dans le profil d'expression des 
gènes fœtaux caractérisant la réponse hypertrophique des cardiomyocytes (Nelson et al. 
2005). De plus, in vivo, il a été trouvé que la variation de l'expression des protéines a/~­
MHC est généralement corrélée au degré d'hypertrophie, et à la sévérité et/ou à la durée du 
stress, e.g. la pression de surcharge (Schwartz et al. 1992 ; Ecarnot -Laubriet et aL 2000). 
Ainsi, il est possible que l'hypertrophie induite par GATA4 entraîne une hypertrophie 
adaptative ou physiologique, ne correspondant pas à celle induite en réponse au stress relié 
à la surcharge de pression sanguine in vivo. Le tàit que les niveaux d'ANP n'augmentent 
pas non plus supporte cette hypothèse (figures 9B et Il). 
Il est reconnu depuis longtemps que le développement de l'hypertrophie cardiaque 
pathologique concentrique ou excentrique chez le rat adulte est associé à la réexpression du 
gène fœtal cardiaque NPPA, le précurseur de l'ANP (Thibault et al. 1989 ; Dagnino et al. 
1992). Conséquemment, l'ANP serait un marqueur parallèle à l'hypertrophie cardiaque, 
principalement exprimé durant le processus de pathogenèse cardiaque, et son augmentation 
au niveau ventriculaire ne refléterait qu'une partie de la réponse cellulaire pathologique 
(Vikstrom et al. 1998). Par contraste, on n'observe aucun changement, voire de modestes 
variations, au niveau de l'expression ventriculaire de NP PA dans les cœurs hypel1rophiés 
d'animaux entraînés par l'exercice (Buttrick et al. 1994). Ce faisant, le profil disparate de la 
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régulation des ARNm de NPPA marque de manière différentielle l'hypertrophie cardiaque 
physiologique et pathologique. L'accumulation de l'ANP n'est donc pas une conséquence 
univoque de l'hypertrophie, étant principalement un indicateur sensitif de la réponse 
précoce du tissu cardiaque aux stimuli hémodynamiques pathologiques (Dagnino et al. 
1992 ; Ecarnot-Laubriet et al. 2000). Dans la présente étude, la surexpression de GAT A4 
dans les cardiomyocytes n'entraîne pas l'augmentation de l'expression d'ANP ou de ses 
ARNm (figures 9B et Il, respectivement). En accord avec les résultats obtenus et la 
littérature, il serait possible de croire que le facteur de transcription GAT A4 soit impliqué 
dans une réponse hypertrophique de nature physiologique plutôt que pathologique. 
4.2 Domaines fonctionnels de GATA4 impliqués dans l'hypertrophie 
cardiaque 
Des analyses structure-fonction de la protéine GATA4 ont permis de démontrer que 
la partie C-tenninale, incluant les deux doigts de zinc, est une région bifonctionnelle 
modulant entre autres sa liaison à l'ADN et son activité de localisation nucléaire (SLN) 
(Morrisey et al. 1997 ; Charron et al. 1999). Les doigts de zinc sont également nécessaires 
pour l'interaction entre GATA4 et d'autres protéines comme certains cofàcteurs (e.g. 
MEF2 et SRF) (Morin et al. 2000 ; Morin et al. 2001). Aussi, le domaine de transactivation 
C-tenninal contient plusieurs sites pennettant la phosphorylation de GAT A4 par certaines 
protéines kinases et subséquemment, la régulation de son activité transcriptionnelle 
(Temsah et Nemer, 2005). La partie N-terminale, elle, contient deux domaines d'activation 
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transcriptionnelle conservés à l'intérieur des sous-familles de GATA4/5/6, qui seraient 
importants pour l'expression génique lors du développement et de la réponse au stress 
(Morrisey et al. 1997; Suzuki, 2003). 
Dans le cœur adulte, nous savons que l'activité de GA TA4 est entre autres contrôlée 
par les MAPK p38 et ERKl/2 en présence de stress des parois ventriculaires (Charron et al. 
2001; Tenhunen et al. 2004). Plus particulièrement, la sérine 105 du domaine N-tenninal 
représente un site de phosphorylation consensus critique lors de la réponse aux MAPK, et 
pourrait être impliqué dans la réponse hypertrophique et/ou la survie cellulaire (Charron et 
al. 2001 ; Liang et al. 2001 ; Suzuki et Evans, 2004). Pour cette raison, nous avons 
concentré cette recherche sur la région N-terminale de GATA4 et particulièrement sur les 
sites associés à la phosphorylation de S 105. Dans la présente étude, les cardiomyocytes 
néonataux infectés par l'adénovirus mutant S105A de GATA4 présentent un phénotype de 
réorganisation cytosquelettique différent de la souche sauvage de GA TA4 (figure 10A). En 
effet, de manière généralisée, on observe une « désorganisation» des filaments d'actine 
polymérisée, suggérant que l'hypertrophie semble incomplète et lacunaire. De plus, les 
cardiomyocytes infectés par l'adénovirus mutant FI 08A de GATA4 présentent un 
phénotype notablement similaire à celui induit par le mutant S 1 OSA (Figure 10A). 
Nous avons déjà montré que la phénylalanine en position 108 serait un site de 
liaison des MAPK, nécessaire pour leur amarrage sur la protéine GATA4 (Charron et al. 
2001). Ce type de site de liaison, aussi connu sous le nom de site de docking, régule 
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l'efficacité, ainsi que la spécificité des réactions enzymatiques, et serait aussi d'une grande 
importance pour la commande et l'intégration du signal lors des cascades intracellulaires 
(Tanoue et Nishida 2002). La similarité des phénotypes des deux mutants SI 05A et FI 08A 
appuie notre hypothèse sur la fonction du site F108 comme site de liaison aux MAPK, 
puisque l'induction de l'hypertrophie ne se fait pas proprement pour les deux mutants, 
comparativement avec la souche sauvage de GAT A4 (figure 10A). Toutefois, la 
surexpression de GATA4 comparativement à celle des mutants S105A et F108A dans les 
cardiomyocytes n'entraîne pas de divergences significatives concernant l'expression des 
ARNm des protéines du cytosquelette, i.e. a-SkA, a-MHC, ~-MHC et a-Ca (figure Il). 
Les cardiomyocytes infectés par les deux mutants (S 105A et FI 08A) de GAT A4 
présentent une réduction de l'intensité de l'hypertrophie comparativement à la souche 
sauvage de GATA4 (figure 10A), concordant avec le fait que ces deux mutants ont des 
activités transcriptionnelles réduites. Similairement, des études in vivo démontrent que des 
délétions de GAT A4 spécifiques au cœur atténuent la réponse adaptative suivant la 
surcharge de pression ou l'exercice soutenu (Oka et al. 2006). Ces résultats in vitro et in 
vivo pourraient suggérer l'implication de certains facteurs de transcription dans la réponse 
hypertrophique des cardiomyocytes, qui seraient recrutés par GATA4 phosphorylé, pour 
induire l'hypertrophie cardiaque. Des cofacteurs connus de GAT A4, tel que c:!,os 
interagissent avec GATA4 via la région N-terminale et cette interaction est améliorée en 
présence de MAPK (McBride et al. 2003). Effectivement, on observe la perte de 
l'interaction fonctionnelle entre GAT A4 et c:fàs lorsque les acides aminés 93 à 200 de 
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GA T A4 sont délétés, et on remarque aussi une diminution significative de la synergie des 
deux facteurs de transcription lorsque le site de phosphorylation SI 05 de GA TA4 est muté 
(McBride et al. 2003). Ainsi, il est possible de supposer que la mutation des sites SI 05 et 
FI08 entraîne l'altération de l'activité synergique de GAT A4 avec différents facteurs de 
transcription lors du processus de réorganisation cellulaire, atténuant et affaiblissant ainsi la 
réponse hypertrophique. Ceci nous porte à croire que les MAPK pourraient réguler 
l'interaction combinatoire des facteurs nucléaires et conséquemment, leur activité 
transcriptionnelle lors de l' hypertrophie cardiaque. 
L'adénovirus mutant G4(201-440) présente cependant un scénario différent lors de 
l'infection des cardiomyocytes (figure 10A). En effet, les cellules ne montrent pas de 
réorganisation du cytosquelette et s'apparentent plutôt aux cellules infectées par LacZ 
(figure 9A) ou non infectées (données non montrées). Les domaines de GATA4 impliqués 
dans la réorganisation cytosquelettique feraient donc partie de la région N-tenninale, qui 
serait nécessaire pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de GA TA4 lors de 
l'hypertrophie cardiaque. Cependant, il est possible de croire que d'autres domaines dans la 
partie N-terminale, différents de SI 05 et FI08, possèdent un rôle plus spécifique sur 
l'hypertrophie cardiaque. Ainsi, des délétions plus fines au niveau du domaine de 
transactivation de GAT A4 pourraient pennettre le criblage des sites responsables de la 
réorganisation sarcomérique des cardiomyocytes. 
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L'expression de l'ANP et des ARNm de l'ANP est similaire lorsque l'on compare 
les immunofluorescences (figure lOB) et les qPCR (figure Il) des cardiomyocytes infectés 
par les adénovirus OATA4, Sl05A et Fl08A. D'un autre côté, l'adénovirus mutant 04(201-
440) semble activer l'expression de l'ANP à un niveau même plus élevé que le contrôle 
LacZ (figure lOB). Cependant, cette divergence n'est pas notable pour les niveaux 
d'ARNm de l'ANP dans les cardiomyocytes infectés par 04(201-440) comparativement à 
LacZ (figure Il). L'augmentation de l'expression de l'ANP pourrait suggérer que la 
surexpression du mutant 04(201-440) serait, à long terme, nocive pour les cellules et que 
l'augmentation de l'ANP serait, dans ce cas, un indicateur de stress. Les résultats des 
analyses TUNEL supportent cette idée (figure 13) puisque les cardiomyocytes infectés par 
l'adénovirus 04(201-440) ont un taux de mortalité basal plus élevé que ceux infectés par le 
contrôle LacZ ou OA TA4 WT. Ces résultats seront discutés de manière plus détaillée dans 
la section de la régulation de la survie des cardiomyocytes. 
4.3 Rôle de PEXI dans l'hypertrophie cardiaque 
Notre laboratoire a dernièrement caractérisé un nouveau facteur de transcription, 
PEXl, qui interagit de manière coopérative et synergique avec OATA4 et SRF pour 
l'activation du promoteur de l'ANP (Debrus et al. 2005). Ces deux régulateurs majeurs de 
la machinerie transcriptionnelle cardiaque sont impliqués dans le développement et 
l'hypertrophie. Selon nos travaux, l'expression de PEXI est hautement régulée lors du 
développement cardiaque embryonnaire et postnatal. L'étude du profil d'expression de la 
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protéine PEX1 suggère que ce facteur cellulaire posséderait un rôle significatif dans le 
contrôle de la prolifération des cardiomyocytes et/ou dans la réponse des cellules 
cardiaques aux catécholamines durant le développement (Debrus et al. 2005). 
Les résultats obtenus précédemment nous démontrent que PEX1 interagit 
physiquement et fonctionnellement avec la protéine GA T A4, suggérant que cette 
interaction est critique pour la transduction des effets nucléaires et cytosquelettiques entre 
autres induits par les agonistes al-adrénergiques (Debrus et al. 2005). De manière 
consistante avec les résultats obtenus avec l'adénovirus antisens PEX 1 qui indiquent que 
PEX1 est nécessaire à la réponse hypertrophique induite par des agents at-adrénergique 
(Debrus et al. 2005), nos données montrent que la surexpression de PEX1 est suffisante 
pour induire l'expression de l' ANP et la réorganisation du cytosquelette (figure 17 A). 
L'effet de PEXI sur le cytosquelette rappelle celui observé lors de la surexpression de 
GATA4 (figure 9A et 17A), cependant, la surexpression de GATA4 n'entraîne pas 
l'augmentation de l' ANP dans les cardiomyocytes, alors que la surexpression de PEX1 
entraîne l'accumulation du peptide natriurétique. Ainsi, ces données pourraient suggérer 
que PEX1 est impliqué dans une réponse hypertrophique pathologique, tandis que, comme 
mentionné précédemment, GA TA4 serait un effecteur de l 'hypertrophie physiologique. Des 
données non publiées de notre laboratoire indiquent que la surexpression de PEX1 au 
niveau cardiaque, dans des souris transgéniques a-MHC-PEX1, engendre des problèmes 
cardiovasculaires létaux au niveau embryonnaire et supportent donc notre conclusion. 
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Par ailleurs, nous avons précédemment démontré que GA TA4 et SRF 
interagissaient de manière synergique lors de la réponse du promoteur de l' ANP à l'ET-l 
(Morin et al 2001), ainsi que pour l'activation des gènes a-SkA et a-Ca (Belaguli et al. 
2000). Dernièrement, nous avons trouvé que la transcription des gènes a-SkA, a-Ca et ~­
MHC, qui contiennent tous dans leurs promoteurs respectifs, des éléments PERE, GATA et 
SRE , est activée de façon synergique par PEXI avec GATA4 et/ou SRF (Komati et al. en 
cours). Afin d'améliorer la compréhension de la relation entre GATA4 et PEX1, nous 
avons évalué l'effet de la surexpression de PEXI sur la protéine GAT A4 et vice versa. La 
surexpression de GATA4 ainsi que celle des mutants S105A et FI08A dans les 
cardiomyocytes activent l'expression de PEXI au niveau des ARNm et de la protéine 
(figure 18A et B panneau gauche). Par ailleurs, la surexpression de PEXI dans les 
myocytes cardiaques entraîne également l'augmentation de l'expression de GATA4 (figure 
18B panneau droit). Ainsi, ces deux tàcteurs de transcription feraient partie d'une boucle de 
régulation mutuelle et convergente. Les études in vitro de structure/fonction démontrent 
que la partie N-tenninale de GATA4 (1-209) n'est pas nécessaire pour la synergie GATA4-
PEXI sur le promoteur de l'ANP, tandis que la partie C-tenninal (333-440) semble 
primordiale pour l'activité synergique PEX I-GA T A4 (Debrus et al. 2005). Toutefois, on 
n'observe pas d'augmentation des ARNm de PEXI lors de la surexpression de l'adénovirus 
G4(201-440) dans les cardiomyocytes (figure 18A). Ces résultats pourraient suggérer que les 
domaines fonctionnels de GATA4 requis pour induire l'ANP et PEXI sont distincts ou que 
les domaines cartographiés in vitro doivent être confirmés in vivo. Il est aussi possible que 
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l'effet activateur de GATA4 sur PEXI soit indirect et requiert l'induction d'autres 
médiateurs associés à l'hypertrophie. 
Il serait donc intéressant d'étudier plus en profondeur les interactions 
combinatoires entre les deux protéines en effectuant des co-infections dans les 
cardiomyocytes de ditIérentes délétions de la protéine GATA4 avec la protéine PEX1, atln 
de spécifier in vivo, les sites de GAT A4 nécessaires pour la réorganisation du cytosquelette 
et ceux requis pour activer PEX1. Néanmoins, l'ensemble du travail décrit dans ce mémoire 
supporte un rôle essentiel de PEXI dans l'hypertrophie cardiaque et possiblement, via 
l'augmentation de GATA4, dans la survie des cardiomyocytes. 
4.4 Régulation de la survie des cardiomyocytes 
Durant les dernières années, l'accumulation de plusieurs données a permIs 
d'identifier GATA4 comme régulateur essentiel de la survie des cardiomyocytes. En effet, 
la diminution de GATA4 augmente l'apoptose dans les cardiomyocytes in vitro et in vivo 
(Aries et al. 2004). De plus, le traitement de cardiomyocytes avec des agents cytotoxiques 
de la famille des anthracyclines comme la daunorubicine ou la doxorubicine, diminue 
l'expression de la protéine et des ARNm de GAT A4 et inhibe son activité transcritpionnelle 
(Kim et al. 2003 ; Aries et al. 2004). La surexpression de GATA4 dans des cardiomyocytes 
traités avec la doxorubicine protège les cellules de la mort cellulaire (tlgure 12A et B). De 
manière consistante avec les expériences décrites précédemment (Aries et al. 2004). La 
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surexpressIOn de GAT A4 WT dans les cardiomyocytes entraîne l'augmentation de 
l'expression de la protéine Bel-XL (figure 14). Le promoteur de Bel-XL contient des 
éléments GATA (figure 15A) et il a été démontré que certains facteurs de croissance 
régulent l'expression de GAT A4 ainsi que sa liaison à l'ADN (Aries et al. 2004 ; Suzuki et 
Evans 2004). De manière intéressante, l'expression in vivo du tàcteur de croissance du foie 
(HGF), un agent cardioprotecteur agissant entre autres via l'activation de la protéine anti-
apoptotique Bel-XL, est augmentée après l'ischémie-reperfusion myocardique et l'infarctus 
du myocarde (Ono et al. 1997 ; Nakamura et al. 2000). Ceci supporte donc nos résultats qui 
suggèrent que l'effet anti-apoptotique de la surexpression de GATA4 dans les 
cardiomyocytes en condition de stress serait dû en partie à l'activation de Bel-XL. 
D'autre part, nous pouvons constater que la surexpression des mutants SI 05A, 
FI08A et G4(201-440) dans les cardiomyocytes entraîne la perte significative (PSO.05) de la 
cardioprotection que confère GATA4 lors des traitements de DOX (figure 12B et 13). De 
plus, les transfections et cotransfections transitoires démontrent une réduction de 
l'activation du promoteur de Bel-XL pour les trois mutants de GAT A4, comparativement à 
la souche sauvage (figure 15B et C). On assiste aussi à la réduction de l'expression de la 
protéine Bel-XL dans les extraits nueléaires des cardiomyocytes infectés avec les trois 
adénovirus mutants SI 05A, FI 08A et G4(201-440), ne retrouvant dans ce dernier que la forme 
inactive Bel-Xs (figure 14). Il a été recensé que HGF stimulait la voie MEKIERK et 
entraînait la phosphorylation au site S105 de GATA4, de même que l'activation de Bcl-XL 
(Kitta et al. 2003). Ceci supporte nos résultats qui démontrent que le domaine de 
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transactivation N-terminal de GATA4 est primordial pour l'activité anti-apoptotique de la 
protéine, et qu'elle serait entre autres régulée par l'activité des MAPK via le site Sl05, de 
même que le site de liaison des MAPk, FI08. D'autres études ont aussi rapporté que la 
signalisation déclenchée par HGF entraîne la phosphorylation de la protéine pro-
apoptotique Bad via P13K1AKT, résultant en son inactivation et l'induction de Bel-XL (Liu 
1999). Notre laboratoire a dernièrement trouvé que l'interleukine 18, une cytokine 
pléiotropique qui possède des propriétés pro-inflammatoires et pro-apoptotiques, entraîne 
un mécanisme de défense cellulaire par la voie PI3K-PDK-AKT-GATA4 (Chandrasekar et 
al. 2005). Il est intéressant de noter que le site FI 08 de la protéine GAT A4, en plus de lier 
les MAPK, chevauche un motif de liaison PDK, qui pourrait être impliqué dans la réponse 
de la survie cellulaire de la voie P13K/AKT. Ainsi, la mutation FI08A pourrait abroger les 
deux voies de signalisation potentiellement impliquées dans la survie des cardiomyocytes. 
Il est également imp0l1ant de constater que les trois adénovirus mutants entraînent une 
augmentation significative (P:::;0.05) de l'apoptose en absence de traitement de DOX 
comparativement à LacZ ou GATA4 (figure 13). Ceci met l'emphase sur l'imp0l1ance de 
GA T A4 dans la régulation normale de la survie cellulaire, suggérant que les sites mutés 
(Sl05 et FI08) ainsi que la partie N-terminale sont d'une imp0l1ance critique pour 
l'homéostasie de la machinerie transcriptionnelle impliquée dans les voies de signalisation 
de l'apoptose dans les cardiomyocytes. Il est important de souligner que les sites Sl05 et 
FI08 semblent avoir un plus fàible impact sur le processus d'hypertrophie des 
cardiomyocytes comparativement à la survie cellulaire. En effet, la surexpression des 
mutants de ces sites dans les cardiomyocytes n'abroge pas la réorganisation cellulaire 
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comme le fait le mutant délété en N-terminal, tandis que l'expression des mutants S105 et 
FI08 entraîne la perte de la cardioprotection au même niveau que la surexpression de 
G4(201-440). Ceci suggère que d'autres domaines, situés dans la partie N-tenninale, 
moduleraient l'activité transcriptionnelle de GATA4 reliée à l'hypertrophie, dissociant ainsi 
les domaines impliqués dans la survie cellulaire, des domaines responsables de la réponse 
hypertrophique. 
Dans la signalisation anti-apoptotique, il a été trouvé que GA TA4 interagissait de 
concert avec d'autres facteurs de transcription comme NFATc. En effet, des études ont 
démontré que l'ET-l entraîne la phosphorylation de GATA4 ainsi que l'activation 
calcineurine-dépendante de NFATc pour la protection contre l'apoptose induite par le stress 
(Kakita et al. 2001). L'identification des gènes cibles requérant l'activation par le complexe 
GATA/NFATC serait d'un grand intérêt pour la compréhension des voies de signalisation 
dans la cardioprotection et l'identification des facteurs de transcription de la réponse au 
stress. L'interaction GAT A4-NF A Tc est également importante pour l' hypertrophie 
cardiaque, nécessitant possiblement le doigt de zinc C-terminal de la protéine GATA4 
(Molkentin et al. 1998). Il serait intéressant de déterminer avec plus de précision les résidus 
de GA TA4 impliqués dans cette interaction et si ces mêmes domaines de GAT A4 sont 
requis pour la réponse hypertrophique et/ou la survie cellulaire. Ceci aiderait à définir le 
rôle de l'interaction GATA4-NFATc comme modulatrice de l'hypertrophie ou de la survie 
des cardiomyocytes. 
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Les phases d'initiation et d'exécution du processus de l'apoptose impliquent 
généralement l'activation d'une famille de protéases cystéines aspartate-spécifique appelées 
caspases. L'activité de la caspase-3 est reconnue pour être impliquée dans l'apoptose 
induite par diftërentes pathologies comme les cardiomyopathies dilatées, l'insuffisance 
cardiaque terminale et les dommages d'ischémie reperfusion (Yaoita et al. 1998 ; Narula et 
al. 1999). Les travaux récents du KG partiel de GAT A4 spécifiquement au cœur 
démontrent que l'absence de GATA4 entraîne l'augmentation de la caspase-12 dans le 
cœur des souris transgéniques (Oka et al. 2006). li est connu que la caspase-12 est un 
médiateur de la voie apoptotique reliée au stress du réticulum endoplasmique (Bisping et al. 
2006) et son activation serait dépendante de l'activité de Bel-XL, via la translocation de 
Bim dans le réticulum (Morishima et al. 2004). Effectivement, la surexpression de Bel-XL 
dans des elones stables de C2Cl2 supprime la translocation de Bim dans le réticulum 
endoplasmique, tandis que le knock-down de Bim par interférence d'ARJ'J (ARJ\Ji) confère 
une résistance contre le stress relié au réticulum endoplasmique, associée à la diminution de 
l'expression de la caspase-12 (Morishima et al. 2004). Ainsi, il est possible de supposer que 
GAT A4 est un facteur de transcription situé en amont de la cascade de l' apoptose reliée au 
stress du réticulum endoplasmique et que son inactivation entraîne la mort cellulaire via la 
diminution de l'expression de Bel-XL, ainsi que l'activation concomitante de Bim et de la 
caspase-12. D'autre part, la DOX est reconnue pour augmenter, entre autres, l'activité de la 
caspase-3 (Ascensao et al. 2005). De façon intéressante, une étude de notre laboratoire 
démontre que certaines caspases elivent GATA4 à des endroits bien spécifiques de la 
protéine (Aries et Nemer, résultats non publiés) et pourraient participer à l'inhibition de 
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son activité dans les cardiomyocytes, entraînant ainsi une boucle de régulation qui amplifie 
l'apoptose. 
Les analyses TUNEL ont également permis de souligner que la surexpression de 
PEX l dans les cardiomyocytes traités à la doxorubicine entraîne une réduction du nombre 
de cellules apoptotiques (figure 19) qui est très rapprochée de la cardioprotection induite 
par la surexpression de GAT A4. Puisque PEX 1 augmente l'expression de la protéine 
GATA4 (figure 188 panneau droit), il est possible de croire que l'activité anti-apoptotique 
conférée par la surexpression de PEX1 se ferait via l'activation de GATA4. Toutefois, la 
surexpression de PEX1 dans les cardiomyocytes ne semble pas réguler la protéine anti-
apoptotique Bcl-XL (données non montrées), suggérant l'existence d'autres mécanismes 
impliqués dans les voies de signalisation anti-apoptotiques cardiaques. À l'avenir, il serait 
intéressant de déterminer si les domaines de PEX1 impliqués dans l'interaction avec 
GAT A4 sont aussi requis pour son effet anti-apoptotique. D'ici là, la découverte que PEX1 
est également impliqué dans la survie des cardiomyocytes ouvrent des pistes intéressantes 
pour la cardioprotection. 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES FUTURES 
Pris dans leur ensemble, les résultats de ce mémoire suggèrent que l'activité 
transcritpionnelle de la protéine GAT A4 lors de la réorganisation cytosquelettique serait 
principalement régulée par des domaines situés dans la partie N-terminale de la protéine. 
En effet, la surexpression adénovirale du mutant délété de cette partie abroge la 
réorganisation du sarcomères des cardiomyocytes. Le site de phosphorylation SI 05, ainsi 
que le site de liaison des MAPK F108, participeraient à la fonction de GATA4 comme 
effecteur de la réorganisation sarcomérique, mais il semblerait que ces sites sont beaucoup 
plus étroitement reliés au rôle de GAT A4 dans la survie cellulaire. La surexpression des 
mutants pour ces sites déstabilise la réorganisation cellulaire des cardiomyocytes 
comparativement à la surexpression de GAT A4 WT, mais ne la bloque pas totalement. Ces 
données indiquent donc que d'autres régions de la protéine GATA4 seraient importantes 
pour la réorganisation du cytosquelette et, plus globalement, pour la réponse 
hypertrophique. Selon les résultats de cette étude, il semblerait que GAT A4 soit modulateur 
de la réponse hypertrophique physiologique, tandis que PEXI serait plutôt impliqué dans 
une réponse pathologique. Cependant, ce rapport démontre que ces deux facteurs de 
transcription interagissent mutuellement dans les mécanismes reliés à l'hypertrophie et la 
survie des cardiomyocytes. L'élucidation des mécanismes moléculaires impliqués dans 
l'activation des protéines GATA4 et PEXI est une tâche très complexe, malS 
l'accumulation de données à ce sujet pourrait éventuellement nous mener à une meilleure 
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compréhension des programmes régulateurs transcritpionnels combinatoires impliqués dans 
la réponse hypertrophique de même qu'au niveau de la cardioprotection. 
Pour approfondir les connaissances sur les domaines fonctionnels de la protéine 
GATA4, il serait intéressant de générer différents adénovirus surexprimant des délétions 
plus fines de la partie N-terminale de GATA4 pour cribler les régions impliquées dans 
l'hypertrophie cardiaque. Par la suite, il serait possible de muter la protéine aux sites 
putatifs aux MAPK identifiés (e.g. la tyrosine en position 100) et de vérifier si leur 
surexpression dans les cardiomyocytes bloque la réorganisation cytosquelettique. De plus, 
l'utilisation du modèle de surexpression adénovirale ne se limite pas aux études in vitro. 
Effectivement, nous entretenons présentement un partenariat avec un groupe de recherche 
spécialisé dans l'utilisation d'adénovirus in vivo, permettant d'effectuer des études de gain 
et de perte de fonction de gènes cibles dans des organes spécifiques. Ainsi, on pourrait à 
l'avenir utiliser cette approche pour évaluer l'efTet de la surexpression cardiaque des 
mutants SI OSA et FI 08A dans le développement embryonnaire et postnatal du cœur de 
souris et subséquemment pour vérifier l'implication de ces sites dans le développement de 
l'hypertrophie cardiaque, ainsi que dans la survie cardiomyocytaire. Par ailleurs, les 
résultats présentés dans ce mémoire justifient pleinement le développement de souris 
transgéniques dans lesquelles le gène GAT A4 aurait été muté à la sérine 105 par 
recombinaison homologue (knock-in). 
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D'autre part, la découverte que PEXI induit la réorganisation des cardiomyocytes et 
protège contre l'apoptose mérite d'être poursuivie. Des études de perte et de gain de 
fonction de PEXI in vivo dans le cœur pour établir l'importance physiologique de ce 
nouveau facteur de transcription dans les myocytes sont essentielles. Des données non 
publiées de notre laboratoire nous ont indiqué que la surexpression de PEX1, sous 
l'int1uence du promoteur a-MHC dans des souris transgéniques, engendrait une létalité 
embryonnaire. Le dosage précis de PEXI semble donc critique pour le développement 
embryonnaire. Afin de ne pas perturber le développement fœtal, nous avons établi une 
lignée de souris issue du croisement de souris a-MHC-MERICRE/MER (murine estrogen 
receptor) avec des souris CA T( FUFL) - PEX 1, permettant d'induire conditionnellement PEX 1 
dans le cœur. L'induction au tamoxifène penn et de retirer le gène CAT (chloramphenicol 
acetyl transferase), via l'activité de la CRE-recombinase, et de surexprimer PEXI de 
manière contrôlée. Ainsi, PEX 1 pourra être induit tôt dans la vie postnatale ou alors plus 
tard chez des animaux adultes. Ceci permettra de mieux cibler le rôle de PEXI in vivo dans 
1 'hypertrophie et de déterminer son rôle dans le développement pathologique ou 
physiologique du cœur. En parallèle, il sera aussi utile d'analyser les conséquences de la 
délétion de PEXI dans des souris KO. Ceci aidera à identifier l'importance de PEXI au 
niveau embryonnaire et lors du développement postnatal, dépendamment de la viabilité des 
souris. L'utilisation d'adénovirus surexprimant PEXI et l'antisens PEXI dans les souris 
pourrait également fournir des renseignements intéressants quant aux tèmctions 
physiologiques de cette protéine dans le cœur. 
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L'ensemble de ces expériences, qUI constituent la suite logique de ce mémoire 
permettrait de mIeux comprendre les mécanismes transcriptionnels reliés aux protéines 
GATA4 et PEX1 dans le cœur et leurs rôles respectifs dans l'hypertrophie cardiaque 
physiologique, ainsi que pathologique. C'est en ciblant les effecteurs modulateurs 
cardiaques de l'hypertrophie et de la survie des cardiomyocytes que nous parviendrons à 
établir des stratégies préventives et/ou thérapeutiques pour contrer certaines maladies 
cardiovasculaires. 
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